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I. Introduction 
 
Le diabète et les pathologies qui lui sont associées, sont devenus depuis ces dernières 
années un fléau mondial touchant plus de 380 millions de personnes (1). Le diabète est 
caractérisé par une hyperglycémie chronique et un stress oxydant important. Le stress 
oxydant est défini comme un déséquilibre entre espèces pro-oxydantes et antioxydantes en 
faveur des premières. Le stress oxydant va participer au dysfonctionnement cellulaire et 
favoriser le développement de pathologies associées au diabète. 
 
Le surpoids et l’obésité sont des facteurs de risque de développer un diabète de type 2. 
L’obésité est caractérisée par un excédent de masse adipeuse qui est nuisible pour la santé. 
L’obésité s’accompagne d’un stress oxydant important ainsi que d’une inflammation 
chronique. Les cellules adipeuses constituent ainsi une cible privilégiée pour l’étude des 
effets du stress oxydant dans le cadre du diabète.  
 
Les patients diabétiques ont un risque accru de développer des maladies cardiovasculaires, 
première cause de mortalité dans la population générale. Un des facteurs reliant diabète et 
maladie cardiovasculaire est le stress oxydant.  
 
Le diabète est caractérisé par une hyperglycémie chronique, source d’un stress oxydant 
accru et de dommages oxydatifs tissulaires. Notamment l’hyperglycémie favorise la glycation 
des protéines aboutissant à la formation de produits avancés de glycation (AGE). Bien que 
l’action délétère des AGE soit reconnue dans le diabète, leurs rôles au niveau cardiaque et 
adipeux restent encore assez méconnus.  
 
Ce manuscrit est essentiellement focalisé sur l’étude des dommages de type oxydatif induits 
par l’hyperglycémie ou l’albumine glyquée, qui représente un modèle d’AGE, au niveau 
adipeux et cardiaque.   
 
Ce manuscrit comporte trois grandes sections : 
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•  La première section consiste en une étude bibliographique divisée en plusieurs 
parties. Cette partie fait un état des lieux des connaissances actuelles concernant le 
diabète, l’obésité, ainsi que le stress oxydant. Elle se terminera par la présentation 
des objectifs de travail. 
• La deuxième section détaille l’ensemble des matériels et méthodes utilisés lors de 
ma thèse.  
• La troisième et dernière section rassemble l’ensemble de mes résultats qui seront 
discutés et sera divisée en quatre études. La première étude porte sur l’impact du 
stress oxydant induit par l’hyperglycémie sur un modèle adipocytaire, les cellules 
SW872. La deuxième étude s’intéresse aux activités du protéasome au niveau du foie 
de souris db/db. La troisième étude concerne l’impact du stress oxydant induit par 
l’hyperglycémie et l’albumine glyquée, au niveau du tissu adipeux de souris db/db 
mais aussi des cellules adipeuses 3T3L1. Enfin, la dernière étude, se focalise sur 
l’impact du stress oxydant au niveau cardiaque. Trois modèles différents sont ainsi 
utilisés dans cette étude : des cœurs de rat isolés et reperfusés, des souris db/db et 
des cellules cardiaques H9C2 traitées dans des conditions d’hyperglycémie ou en 
présence d’albumine glyquée.  
  
 17 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
II. Rappels Bibliographiques 
  
 18 
 
II.1.  Le diabète 
II.1.1 Définition et les principaux types de diabète 
Définition 
 
Le diabète est une maladie chronique qui survient lorsque le pancréas ne produit pas assez 
d'insuline ou lorsque l'organisme n'est pas capable d'utiliser efficacement l'insuline qu'il 
produit (1–3). Il en résulte une concentration accrue de glucose dans le sang 
(hyperglycémie). Le dépistage du diabète est réalisé grâce à une prise de sang à jeun. On 
parle de diabète lorsque la concentration de glucose à jeun dans le sang veineux est 
supérieure à 1,26 g/l. Au cours de son évolution, le diabète peut engendrer de nombreuses 
complications touchant le cœur, les reins ou les yeux (2).   
 
Il existe plusieurs types de diabète différents dont le diabète de type 1, le diabète de type 2 
et le diabète gestationnel.   
 
Le diabète de type 1 
 
Le diabète de type 1, anciennement connu sous le nom de diabète insulino-dépendant (DID), 
est caractérisé par une absence ou une trop faible production d’insuline par les cellules du 
pancréas (Figure 1). 
C’est une maladie qui apparaît le plus souvent durant l’enfance ou l’adolescence. Environ 
65 000 enfants âgés de moins de quinze ans développent chaque année, dans le monde, un 
diabète de type 1 (4,5). C’est une maladie auto-immune au cours de laquelle les défenses de 
l’organisme, en particulier des anticoprs produit par des lymphocytes, détruisent les cellules 
bêta du pancréas, d’où l’incapacité de l’individu atteint à sécréter de l’insuline (2,3).  
Le diabète de type 1 représente environ 10% des cas de diabète en France et dans le monde. 
Le traitement du diabète de type 1 repose sur des injections d’insuline pour compenser le 
défaut de production de cette hormone par les cellules bêta pancréatique.  
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Figure 1. Mécanisme de  dysfonctionnement de l'homéostasie du glucose dans le diabète 
de type 1 (adapté de (1, 6)). 1) La présence de glucose va stimuler les cellules du pancréas 
pour libérer de l’insuline. 2) Les cellules β du pancréas ne produisent pas ou très peu 
d’insuline.  3) et 4) Défaut de transduction du signal induit par l’insuline et défaut de la 
translocation du transporteur de glucose (GLUT4) ce qui conduit à un défaut de la captation 
du glucose par les cellules musculaire lisses, les adipocytes ou le foie. 5) Hyperglycémie 
résultant d’une accumulation de glucose dans le sang.  
 
Le diabète de type 2 
 
Le diabète de type 2 ou diabète non insulinodépendant (DNID) est caractérisé par un défaut 
d’action de l’insuline (insulino-résistance) qui peut évoluer vers une insulinopénie, c’est-à-
dire une trop faible production d’insuline par le pancréas, dû à un épuisement des cellules 
sécrétrice d’insuline. Il en résulte une hyperglycémie chronique (Figure 2). C’est la forme la 
plus fréquente du diabète (90% des cas de diabète traités) (7).   
Les causes du diabète du type 2 sont multiples. Il existe en effet plusieurs facteurs de risque 
responsables de l’apparition du diabète de type 2 : l’obésité, l’inactivité physique, une 
alimentation mal équilibrée mais aussi des antécédents familiaux. Environ 70% des 
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personnes atteintes de diabète de type 2 sont obèses et l’obésité elle-même peut causer ou 
aggraver l’insulino-résistance (8). 
De nombreuses personnes atteintes de diabète de type 2 en sont longtemps inconscientes 
car plusieurs années peuvent s’écouler avant que les symptômes n’apparaissent ou soient 
reconnus (1). 
 
 
Figure 2.Mécanisme de  dysfonctionnement de l'homéostasie du glucose dans le diabète de 
type 2 (adapté de (1, 6)). 1) La présence de glucose va stimuler les cellules du pancréas pour 
libérer de l’insuline. 2) Production d’insuline par les cellules β-pancréatiques. 3) et 4) 
L’insuline ne fonctionne pas correctement et on a une défaillance de la transduction du signal 
induit par l’insuline et un défaut de la translocation du transporteur de glucose (GLUT4) ce 
qui conduit à une mauvaise captation du glucose par les cellules musculaire lisses, les 
adipocytes ou le foie. 5) Hyperglycémie résultant d’une accumulation de glucose dans le 
sang.  
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Le diabète gestationnel  
 
Le diabète gestationnel est un diabète qui survient lors de la grossesse, généralement vers le 
2ème ou 3ème trimestre. Il est parfois révélateur d’un diabète préexistant. Ce trouble peut 
provenir de l’inhibition exercée par les hormones produites par le placenta, dont l’HPL, 
hormone lactogène placentaire, sur l’action de l’insuline et à l’origine d’une insulino-
résistance.   
Il concerne 1 à 4 % des grossesses et peut évoluer vers un diabète de type 2 (9).  
 
II.1.2 Prévalence du diabète dans le monde  
 
La prévalence du diabète dans le monde ne cesse d’augmenter depuis plusieurs années. En 
2013, 382 millions de personnes ont été diagnostiquées diabétiques, en 2014, elle sont 387 
millions (figure 3) et ce nombre devrait atteindre les 592 millions de personnes en 2035 (1). 
Ces chiffres pourraient être bien plus élevés, car on estime à près de 175 millions le nombre 
de personnes non diagnostiquées (1). 
En France, en 2013, on estimait à 3 millions (soit environ 4,7 %) le nombre de personnes 
traitées pour le diabète. A la Réunion, la prévalence du diabète est trois à quatre fois plus 
élevée qu’en métropole (7).  
L’Afrique du Sud est le deuxième pays du continent africain avec la prévalence la plus élevée 
pour le diabète. En 2013, sur le continent africain, on compte plus de 20 millions de 
personnes atteintent de diabète dont près de 2,6 millions de personnes en Afrique du Sud 
(1).  
Du fait de l’augmentation constante de la prévalence du diabète dans le monde, cette 
maladie est aujourd’hui qualifiée de pandémie. Elle est dans les pays à revenus élevés, et 
selon le pays, la quatrième ou cinquième cause de décès (1).  
 22 
 
 
 
Figure 3. Prévalence du diabète dans le monde en 2014 (source : International Diabetes 
Federation, 2014) 
 
L’apparition de maladies métaboliques telles que le diabète mais aussi l’obésité serait 
principalement due à des changements de mode de vie. Ainsi, le manque d’activité physique 
mais aussi une alimentation trop riche en graisse ou en sucre seraient des facteurs de risque 
expliquant le développement accéléré de ces maladies. Un niveau socio-économique 
défavorable, ainsi que des facteurs de prédisposition (antécédents familiaux) sont à prendre 
en compte dans l’augmentation de la prévalence du diabète (10). 
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II.2 Le stress oxydant 
II.2.1 Définition  
 
Un radical libre est une espèce chimique qui possède un électron célibataire qui lui confère 
une réactivité vis-à-vis d’autres molécules. La production d’espèces réactives de l’oxygène 
(ROS) ou de radicaux libres est normale et ne constitue pas une situation pathologique en 
soi. En effet, elle jouerait un rôle dans certaines voies de signalisation, en activant 
notamment la voie NF-κB (11,12). De plus, il existe divers systèmes permettant d'éliminer les 
ROS et de rétablir la balance oxydative. Ces systèmes peuvent être des enzymes (SOD, 
catalase par exemple) ou de simples molécules (vitamine E par exemple). 
 
 
Figure 4. Le stress oxydant induit par un déséquilibre entre pro-oxydant et système 
antioxydant  (13) 
 
Le stress oxydant se définit par un déséquilibre entre production de radicaux libres et 
espèces anti-oxydante en faveur de la production de radicaux libres ou espèces réactives 
oxygénées (Figure 4) (13). 
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II.2.2 Les principaux Radicaux libres 
L’anion superoxyde O2.- 
 
L’anion superoxyde est principalement produit par la mitochondrie à partir de l’O2. Il peut 
se dismuter spontanément ou être catalysé par des ions ferreux en peroxyde d’hydrogène. Il 
peut jouer un rôle dans les voies de signalisation (14,15). Cependant comme la vitesse de la 
réaction de dismutation de l’anion superoxyde est lente et la demi-vie de l’anion superoxyde 
longue (> à quelques dizaine de seconde), l’anion superoxyde va pouvoir oxyder certains 
constituants cellulaires ou générer d’autres radicaux libres plus toxiques tel que le radical 
hydroxyle (OH.). L’anion superoxyde peut aussi être éliminé grâce à la superoxyde dismutase 
(SOD).  
 
Le peroxyde d’hydrogène H2O2 
 
Le peroxyde d’hydrogène n’est pas un radical libre, puisqu’il ne possède pas d’électron libre. 
Cependant, il fait partie des dérivés actifs de l’oxygène (16). Il est produit par la dismutation 
de l’anion superoxyde. Bien qu’il soit utilisé par l’organisme pour lutter contre les 
pathogènes et qu’il joue un rôle dans de nombreuses voies de signalisation, comme 
l’activation de la voie NF-κB, il est aussi toxique pour les cellules du fait de sa capacité à 
générer d’autres ROS.  Il a aussi la capacité à diffuser à travers les membranes cellulaires, ce 
qui lui permet d’étendre ses effets dans d’autres compartiments cellulaires (17). En présence 
de métaux, il est capable de générer le radical hydroxyle. Le peroxyde d’hydrogène peut 
oxyder directement les composés biologiques notamment les protéines, en particulier les 
résidus cystéines et ainsi former des ponts disulfures (18). Cela va entrainer une 
modification de la structure de la protéine et altérer sa fonction.   
Le peroxyde d’hydrogène peut être dismuté en eau et dioxygène, réaction catalysée par la 
catalase.  
 
Le radical hydroxyle OH. 
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Il est produit principalement à partir de l’anion superoxyde ou du peroxyde d’hydrogène en 
présence d’ions ferreux. C’est le radical le plus toxique et le plus réactif. Il peut oxyder tous 
les acides aminées mais est plus réactif avec les acides aminées soufrés et aromatiques 
(16,19). Il est en outre capable d’inhiber certaines enzymes. Le radical hydroxyle réagit aussi 
avec l’ADN, ce qui va altérer sa structure et entrainer des mutations, et participe aux 
réactions de peroxydation lipidique (20).  
 
II.2.3 Formation des dérivés actifs de l’oxygène 
 
Ce déséquilibre entre espèces pro-oxydantes et antioxydantes peut avoir une origine 
exogène (rayonnement UV, toxines,…) ou endogène, dû à un dysfonctionnement des 
sources de production de ROS ou de leur système d’élimination. 
 
Les sources endogènes 
La mitochondrie 
 
La mitochondrie est le principal organite producteur d'énergie sous forme d'ATP. Elle est 
aussi considérée comme la plus grande source de production de ROS. La production 
physiologique de ROS par la mitochondrie est de l’ordre de 0,2 à 0,4 % de l’oxygène 
consommé (21,22). Il a été démontré que les complexes I et III de la chaine respiratoire sont 
responsables de la production d’anion superoxyde (23–25). L’anion superoxyde est ensuite 
rapidement converti en H2O2 par la superoxyde dismutase (SOD).  
 
Si la mitochondrie est la source principale de la production des ROS, elle est aussi une des 
cibles des ROS. Ainsi, l’anion superoxyde (O2.-) peut réagir avec de l’oxyde d’azote et former 
du peroxynitrite. Le peroxynitrite peut endommager les composants de la chaine 
respiratoire mais aussi l’ADN mitochondrial, ce qui va augmenter la production de ROS (26). 
On va ainsi avoir une modification de la morphologie et de la fonction des mitochondries 
entrainant une génération de ROS plus importante.  
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Dans le cadre de la pathologie diabétique, une exacerbation de l’activité mitochondriale 
peut participer à l’installation d’un stress oxydant accru à l’origine d’une inhibition de la 
sécrétion d’insuline ou de la transduction de son signal contribuant ainsi à l’installation de 
l’insulino-résistance (27–29). En effet, l’excès de ROS produit par la mitochondrie peut 
inhiber la phosphorylation du récepteur de l’insuline pouvant conduire à une plus faible 
translocation du transporteur de glucose GLUT4 (30). 
 
Les NADPH oxydases 
 
La NADPH oxydase est un complexe enzymatique membranaire. Les NADPH oxydases (Nox) 
ont d’abord été considérées comme des enzymes uniquement exprimées dans les cellules 
immunitaires (macrophages et monocytes). Il a ensuite été découvert qu’il existait 7 
isoformes de NADPH oxydase exprimées dans divers tissus et impliquées dans divers 
processus biologiques (31). Les NADPH oxydases catalysent la réaction d’oxydation 
du NADPH par le dioxygène (O2), ce qui produit du NADP+, du H+ et de l'O2.-. Ces deux 
derniers composés réagissent entre eux pour former du peroxyde d'hydrogène (H2O2). Ce 
complexe enzymatique entraine ainsi la synthèse de ROS. L’activité de la NADPH est sensible 
à des facteurs métaboliques tels que l’hyperglycémie ou la présence d’AGE (31–34).  
Au niveau cardiaque, il s’agit de la première source de production de ROS (35–37). Plus 
particulièrement, ce sont les isoformes Nox2 et Nox4 qui sont le plus impliquées dans la 
production de ROS au niveau des cardiomyocytes.  
 
Peroxysomes 
 
Le peroxysome est une source importante de H2O2. Il a d’abord été établi que la fonction du 
peroxysome était la dégradation de l’H2O2 via la catalase peroxysomale (38). Cependant, il 
semblerait que les peroxysomes soient impliqués dans plusieurs processus biologiques. Ils 
participent par exemple à la β-oxydation des acides gras. 
La présence d’un stress oxydant va entrainer une augmentation du nombre de peroxysome. 
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La xanthine oxydase 
 
La xanthine oxydase est une enzyme cytosolique qui génère des ROS en réduisant 
l'hypoxanthine en xanthine ainsi que la xanthine en acide urique (39). Cette enzyme est 
surtout présente dans le foie mais peut se retrouver dans la circulation en cas d’atteinte 
hépatique. La production de ROS par la xanthine oxydase est faible en condition 
physiologique mais jouerait un rôle important lors de l’ischémie-reperfusion. Dans le cas de 
l’ischémie, la grande consommation de l’ATP conduit à une accumulation d’hypoxanthine et 
de xanthine et donc une production de ROS plus importante.  
Au cours de la pathologie diabétique l’accumulation d’acide urique participe à la progression 
de la néphropathie diabétique. Il a été démontré que lorsque l’on bloque la xanthine 
oxydase grâce à des inhibiteurs, on observe une diminution de la concentration en acide 
urique et également une réduction des dommages liés au diabète (40). 
 
Le réticulum endoplasmique 
 
Les cellules β-pancréatiques possèdent un réticulum endoplasmique (RE) très développé qui 
est responsable de la production d’insuline. Dans le cadre de la pathologie diabétique, on 
pourra avoir une production importante d’insuline par le RE (41,42). Or, lorsque le RE est 
soumis à une demande constante de production de protéines, comme dans des conditions 
d’hyperglycémie chronique, les protéines synthétisées pourront être mal repliées et/ou non 
fonctionnelles. L’accumulation de protéines mal repliées peux contribuer à l’installation d’un 
stress oxydant (42,43).  
 
Les sources exogènes 
 
En plus des sources endogènes, il existe des sources exogènes liées le plus souvent à une 
mauvaise hygiène de vie. Parmi ces sources exogènes, on peut citer le tabagisme, l’alcool ou 
la consommation d’huiles oxydées ainsi que des agents physiques tels que les UV, la chaleur 
ou certains polluants (44). 
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De plus certain métaux tels que le cuivre ou le fer, lorsqu’ils sont apportés en excès peuvent 
générer des ROS (45).  
 
II.2.4 Les cibles des dérivés actifs de l’oxygène 
 
Les protéines 
 
Tous les acides aminés peuvent être oxydés par les ROS et former des groupements 
carbonylés. Les acides aminés soufrés (cystéine et méthionine) et aromatiques (tyrosine et 
tryptophane) sont les plus sensibles à l’oxydation. Par exemple, l’oxydation des 
groupements thiols (-SH) peut donner lieu à la formation de pont disulfure entre deux 
résidus (46). Ces dommages peuvent entrainer des altérations structurales et fonctionnelles 
importantes : perte d’activité enzymatique, non reconnaissance de la protéine par son 
récepteur. Normalement, ces protéines non fonctionnelles sont prises en charge par des 
systèmes protéolytiques tel que le protéasome et dégradées. Cependant, lorsque ces 
systèmes protéolytiques sont défaillants, les protéines oxydées peuvent former des 
agrégats, dû au fait qu’elles deviennent hydrophobes et s’accumuler dans les cellules 
(12,47,48).  
 
La diminution de groupements thiols ou la présence de protéines carbonylées, sont des 
marqueurs de l’oxydation de protéines, mesurables par différents tests biochimiques. La 
mesure des groupements thiols peut être réalisée grâce à la méthode d’Ellman. Le principe 
de ce test est basé sur le clivage du DTNB (acide 5,5'-dithiobis-(2-nitrobenzoique)) pour 
donner du TNB (2-nitro-5-thiobenzoate) qui est un composé coloré mesurable par 
spectrophotométrie (49). 
La détection des groupements carbonyles peut s’effectuer par des tests immunologiques 
(Western blot, ELISA) ou colorimétrique mis au point par le Docteur Rodney Levine. Les 
groupements carbonyles ne sont pas détectables directement. Cependant, les résidus 
carbonylés peuvent réagir avec de la DNPH (dinitrophénylhydrazine) et former des 
complexes protéines-DNP. Le groupement DNP est détectable au moyen d’ anticorps 
spécifiques (Figure 5) (50–52).  
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Figure 5. Détection des protéines carbonylées (adaptée de (50–52)). Les groupements 
carbonyles (C=O) ne sont pas directement reconnaissables par des anticorps. Pour détecter 
ces groupements, une étape de dérivatisation est réalisée. Cette étape consiste à faire réagir 
la DNPH avec les groupements carbonyles des protéines pour former des protéines-DNP. Les 
groupements DNP peuvent alors être détectés par des anticorps anti-DNP.  
 
Les lipides 
 
Les lipides, et plus particulièrement les acides gras polyinsaturés, sont la cible privilégiée du 
radical hydroxyle et vont former un radical peroxyle. Le radical peroxyle, après évolution 
peut libérer différents aldéhydes toxiques dont le malondialdéhyde ou l'hydroxynonenal 
(48). 
Cette attaque des lipides peut concerner les lipides membranaires ou les lipides circulants. 
En fonction du type de lipide concerné, les conséquences seront différentes.  
L’oxydation des lipides circulants va aboutir à la formation de LDL oxydées qui seront 
captées par des macrophages. Les macrophages vont se transformer en cellules spumeuses, 
qui jouent un rôle important dans le développement de l’athérosclérose (53). De plus la 
présence de LDL oxydées va entrainer une production de cytokines pro-inflammatoire (54). 
L’oxydation des lipides membranaire va entrainer  une altération de la fluidité membranaire, 
de sa perméabilité mais aussi une perte d’activité des récepteurs (53,55).  
La glutathion peroxydase mais aussi la vitamine E (α-tocophérol) sont connus pour participer 
à la détoxification des peroxydes lipidiques (56). 
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La présence de malondialdéhyde (MDA) ou de 4-hydroxynonenal (4-HNE) représente des 
marqueurs de l’oxydation lipidique détectable par des tests biochimiques ou 
immunologiques. Le test le plus connu pour mesurer le taux de MDA est le test TBARS 
(Thiobarbituric acid reactive substances). A température élevée, le MDA va réagir avec 
l’acide thiobarbiturique et former un composé coloré rose-rouge mesurable par 
spectrophotométrie (57,58).  
Le 4-HNE est le produit de peroxydation le plus étudié (59). Le 4-HNE joue un rôle important 
dans le développement du diabète comme molécule de signalisation et comme agent 
cytotoxique de la peroxydation lipidique (59,60). Les propriétés lipophiles du 4-HNE font 
qu’il reste associé le plus souvent aux membranes mais il peut aussi diffuser à l’intérieur de 
la cellule (61). La présence de 4-HNE peut être détectée grâce à des anticorps polyclonaux 
ou monoclonaux qui sont utilisés pour des techniques comme le test ELISA, le Western blot 
ou en immunofluorescence (62,63). 
 
L’ADN 
 
L’oxydation de l’ADN constitue une caractéristique majeure retrouvée dans des conditions 
de stress oxydant accru. La base guanine est principalement touchée par les phénomènes 
d’oxydation de l’ADN. La guanine va réagir avec le radical hydroxyle pour former du 8-
hydroxy-2’-désoxyguanosine (8-OH-dG). Le 8-hydroxy-2’-désoxyguanosine va alors s’apparier 
avec l’adénine au lieu de la cytosine ce qui va induire des mutations au sein de l’ADN (53). Le 
radical hydroxyle peut aussi réagir avec les groupements aromatiques des bases d’ADN (64).  
Ces altérations de l’ADN peuvent entrainer des coupures de l’ADN simple brin et double 
brin.  
 
Il existe plusieurs systèmes de réparation de l’ADN. Certaines enzymes permettent la 
réparation directe de l'ADN. La réparation de l’ADN peut se faire également par excision des 
bases endommagées, celles-ci sont remplacées en utilisant le brin intact comme matrice. 
Cependant, l’efficacité de ces systèmes dépend de plusieurs facteurs comme l’âge de la 
cellule ou le type de cellule. De plus, si les dommages sont trop importants, la cellule va 
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entrer en apoptose ou dans un cycle de division cellulaire non contrôlé aboutissant à la 
formation de tumeurs cancéreuses.  
 
Mesurer les dommages de l’ADN peut s’avérer être délicat du fait du faible taux de 
dommage. Il existe plusieurs méthodes permettant d’effectuer ces mesures. Certains 
anticorps sont utilisés permettant de détecter les modifications au niveau de l’ADN (64). Il 
est possible aussi d’utiliser des enzymes de réparation de l’ADN qui vont convertir les lésions 
de l’ADN en cassure. Les brins d’ADN sont ensuite séparés par électrophorèse ou par élution 
(64,65).  Enfin, certaines techniques de chimie analytique (HPLC) peuvent être utilisées pour 
mesurer les dommages de l’ADN (66). 
 
II.2.5 Les systèmes antioxydants 
Les antioxydants enzymatiques 
La glutathion peroxydase 
 
Il existe cinq isoformes de la glutathion peroxydase chez les mammifères, localisées dans la 
mitochondrie, le noyau ou le cytoplasme. Elle possède une sélénocystèine qui est essentielle 
pour son activité enzymatique (67,68). Par son activité catalytique la glutathion peroxydase 
permet d’éliminer les hydroperoxydes, en particulier le peroxyde d’hydrogène (69). La 
glutathion peroxydase catalyse les réactions suivantes : 
 
ROOH + 2 GSH → ROH + GSSG + H2O 
 
Il a été observé chez les personnes obèses, une nette diminution de l’activité de la GPx, 
pouvant jouer un rôle dans le développement de maladies lié à l’obésité (70,71). 
 
Les superoxyde dismutase (SOD) 
 
Les superoxyde dismutases sont des métalloprotéines découvertent en 1969 par Fridovich 
pour la Cu/Zn SOD (SOD cytosolique) puis en 1973 pour la MnSOD (SOD mitochondriale). 
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Elles constituent la première ligne de défense contre le stress oxydant (53). On peut 
distinguer 3 isoformes distinctes : la forme cytosolique (Cu/Zn SOD), la forme mitochondriale 
(Mn-SOD) et une forme extracellulaire (Cu/Zn SOD). Les différentes SOD catalysent la même 
réaction :  
 
2 O2 .- + 2 H+ → O2 + H2O2 
 
La réaction catalysée par les SOD génère du peroxyde d’hydrogène. Le peroxyde 
d’hydrogène est un composé oxydant qui pourra être éliminé par la catalase ou la glutathion 
peroxydase.  
 
Il semblerait que la MnSOD soit très importante pour la survie. Il a été démontré que des 
souris dont le gène codant la MnSOD, a été invalidé (Knock Out), ne survivent que 10 à 18 
jours en moyenne et présentent de nombreuses pathologies telles que des 
cardiomyopathies ou une dégénérescence des neurones (72–74). 
 
La Catalase 
 
La catalase est particulièrement présente dans les érythrocytes, le foie et parfois les reins 
plus particulièrement au niveau des peroxysomes (75–77). La catalase va catalyser la 
transformation du peroxyde d’hydrogène en eau et oxygène selon la réaction suivante : 
 
2 H2O2 → O2 + 2 H2O 
 
La GPx permet la dégradation de faible concentration d’H2O2 alors que la catalase joue un 
rôle important dans la dismutation de fortes concentrations d’H2O2 (78). 
 
Une diminution de l’activité de la catalase a été observée chez des patients atteints de 
diabète de type 1 ou 2 (77,79,80). Le cas contraire a aussi été observé chez des personnes 
atteintes de diabète de type 1 et de type 2 (77,81,82). Les résultats concernant l’activité de 
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la catalase chez les personnes atteintes de diabète ou d’obésité ne sont donc pas toujours 
homogènes.  
 
Les antioxydants non enzymatiques 
Les vitamines C et E 
 
Les vitamines ne sont pas synthétisées par l’organisme et doivent être apportées via 
l’alimentation.  Les vitamines C et E jouent un rôle important dans l’inhibition de la 
peroxydation lipidique.   
La vitamine C va piéger certains radicaux libres comme le HO. ou le O2.- mais va aussi 
permettre de régénérer la vitamine E oxydée (53). Cependant, il semblerait que la vitamine C 
joue un rôle différent en fonction de sa concentration. Ainsi, à faible concentration elle 
agirait comme un pro-oxydant et participerait à la formation de ROS, alors qu’à forte 
concentration, elle se comporterait comme un antioxydant (83–85). De plus, la vitamine C 
serait nécessaire pour optimiser la sécrétion d’insuline chez les personnes diabétiques 
(85,86). Chez les sujets diabétiques, on retrouve un taux de vitamine C plus faible que chez 
les sujets sains (87–89). A ce jour, l’origine de ces taux faibles reste objet de recherche.   
 
Il existe cinq isomères de la vitamine E, appelés tocophérol. La forme la plus abondante de la 
vitamine E est l’α-tocophérol mais la forme la plus efficace serait la γ-tocophérol (53). Il a été 
démontré chez les diabétiques, une diminution du taux de vitamine E (90–92). Cependant, 
on retrouve plusieurs études contradictoires concernant son rôle protecteur dans le 
développement de pathologies associées au diabète (92–95). 
 
Les polyphénols  
 
Les polyphénols sont des antioxydants présents dans les végétaux. Ils vont piéger les 
radicaux libres. Les polyphénols peuvent protéger contre la glycoxydation des protéines et ils 
sont également connus pour avoir des propriétés anti-inflammatoires (96,97). Les 
polyphénols contenus dans le thé vert ou autres végétaux peuvent favoriser l’absorption du 
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glucose dans les cellules par le biais d’un mécanisme dépendant de la PI3-kinase et qui va 
mimer l’action de l’insuline (98,99). Les propriétés antidiabétiques du thé vert ont aussi été 
démontrées in vivo dans un modèle animal (100,101).  
 
II.3 Le Protéasome : une machinerie cellulaire qui dégrade les 
protéines 
Entre 1960 et 1980, le système de dégradation des protéines était un domaine scientifique 
négligé et peu étudié. Cependant, entre 1978 et 1988, Aaron Ciechanover (Prix Nobel de 
Chimie en 2004) et son équipe mettent en évidence le Système du Protéasome : Ubiquitin 
Protéasome System (UPS). 
 
Le protéasome est  un complexe enzymatique multi-protéique que l’on retrouve chez les 
organismes eucaryotes. Il est présent dans le cytosol et dans le noyau des cellules 
eucaryotes et sa fonction principale est de dégrader les protéines non fonctionnelles dont 
les protéines oxydées (47,102,103). Le protéasome intervient dans de nombreux processus 
cellulaire tels que la régulation des cycles cellulaire, la réponse au stress oxydatif, la 
réparation de l’ADN ou encore la régulation de la réponse inflammatoire (104). En effet, le 
protéasome est responsable de la dégradation d’IƙB, ce qui permet d’activer le facteur de 
transcription NF-ƙB (105). Les protéines ciblées sont marquées par l’ubiquitine puis 
reconnues par le système ubiquitine-protéasome (UPS) avant d’être dégradées par celui-ci.  
Le protéasome joue un rôle important dans la réponse au stress oxydatif. La dégradation des 
protéines oxydées permet de réduire la menace causée par la formation d’agrégats qui sont 
toxiques pour la cellule. Environ 70 à 80 % de la dégradation des protéines oxydées est 
attribué au protéasome (103,106).  
 
Bien qu’il existe différents types de protéasome, le protéasome 26S reste le système le plus 
important impliqué dans la dégradation des protéines oxydées (107). Le protéasome 26S est 
composé de deux sous complexes : le protéasome 20S qui est la sous unité catalytique et le 
protéasome 19S qui est la sous-unité régulatrice du protéasome. La sous-unité 19S reconnait 
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les protéines poly-ubiquitinilées, celles-ci sont ensuite dégradées par le protéasome 20S, qui 
possède 3 activités catalytiques différentes (Figure 6). Une activité de type caspase (ou post 
acide glutamique peptide hydrolase), une activité de type trypsine et une activité de type 
chymotrypsine, qui confèrent la capacité de cliver les liaisons peptidiques du côté de 
l'extrémité C-terminale des résidus d'acides aminés acides, basiques et hydrophobes, 
respectivement (108). A la suite de la dégradation du substrat par le protéasome de petits 
peptides sont relargués, ainsi que l’ubiquitine qui est réutilisée. 
 
 
Figure 6. Structure et activité du protéasome. La sous-unité 20S du protéasome compte 
parmi ses sous-unités, trois sous-unités possédant chacune une activité catalytique 
différente. Une activité de type caspase (ou post acide glutamique peptide hydrolase), une 
activité de type trypsine et une activité de type chymotrypsine portées respectivement par la 
sous-unité β1, β2, et β5’ (108).     
 
Avec la multitude de substrats protéiques ciblés, il n’est pas surprenant que des aberrations 
dans le système ubiquitine-protéasome soit impliquées dans la pathogenèse de plusieurs 
maladies (107,104). 
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En condition de stress oxydant, on observe une augmentation du nombre de protéines 
oxydées poly-ubiquitinylées (109). Il a été montré que l'inhibition des activités du 
protéasome entrainait une augmentation de la sensibilité au stress oxydant. Bien que le 
protéasome soit responsable de la dégradation des protéines oxydées, il peut lui-même être 
affecté par le stress oxydant (110,111). Par exemple, des agrégats de protéines peuvent 
interagir directement avec le protéasome et ainsi inhiber ses activités. De plus, le 
protéasome est susceptible d’être affecté par des modifications telles que la carbonylation 
ou la glycation. Il peut même interagir avec des produits de peroxydation lipidique tel que le 
4-HNE (112–114). Le stress oxydant peut ainsi affecter les activités du protéasome de 
différentes manières. Les activités du protéasome sont normalement augmentées en 
condition de stress oxydant mais peuvent rapidement décliner en raison des modifications 
subies par le protéasome. 
 
Il est possible de mesurer les différentes activités catalytiques du protéasome, à l’aide de 
substrats fluorescents tels que le MCA (7-amino-méthyl-coumarine) ou le NA 
(naphtylamide).  
 
II.4 Toxicité du glucose 
La toxicité liée à l’hyperglycémie chronique est maintenant bien connue. Différentes voies 
sont activées en condition d’hyperglycémie et jouent un rôle dans le mécanisme de toxicité 
du glucose. Parmi ces voies activées par l’hyperglycémie, on peut citer : la voie des polyols, 
des hexosamines, de la protéine kinase C (PKC) et les voies de formation des produits 
avancés de glycation (AGE) (Figure 7). 
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Figure 7. Voies activées par l’hyperglycémie. Quatre voies sont activées par 
l’hyperglycémie : la voie des polyols, des hexosamines, de la protéine kinase C (PKC) et les 
voies de formation des produits avancés de glycation (AGE). L’activation de ces voies va 
entrainer une augmentation de l’inflammation et de stress oxydant.  
 
II.4.1 Voie des polyols 
 
L’hyperglycémie peut entraîner une déviation d’une partie du glucose vers la voie des 
polyols. Dans des conditions physiologiques, la voie des polyols est inactive. Dans des 
conditions d’hyperglycémie chronique, une partie du glucose est réduit en sorbitol par 
action de l’aldose réductase dont le co-facteur est le NADPH (Figure 8). 
Le sorbitol va s’accumuler dans les cellules, de part son incapacité à traverser les 
membranes, et entraîner de multiples dommages tels que des dommages osmotiques.  
Une partie du sorbitol peut être oxydée en fructose à l’origine de produits avancés de 
glycation.  
 38 
 
De plus, l’utilisation du NADPH comme cofacteur va entraîner une diminution de la 
disponibilité de celui-ci pour l’activité de la glutathion réductase, importante pour la 
formation du glutathion réduit (53,115,116).  
L’activation de la voie des polyols va ainsi entraîner une augmentation du stress oxydant au 
sein de la cellule avec une diminution des défenses anti-oxydantes. 
 
 
Figure 8. Voie des polyols. L’activation de la voie des polyols va entrainer une augmentation 
du stress oxydant mais aussi provoquer des dommages osmotiques dus à l’augmentation du 
sorbitol.   
 
II.4.2 Voie de la protéine kinase C 
 
L’augmentation du glucose va entraîner une augmentation de glycéraldéhyde-3-phosphate 
via la glycolyse. Le glycéraldéhyde-3-phosphate est un précursseur du diacylglycerol, 
 39 
 
activateur de la protéine kinase C (PKC). Il a largement été démontré que le diabète 
entraînait  une activation de la voie de la PKC (117–119). 
L’activation de la PKC va entraîner l’augmentation de la production d’espèces réactives de 
l’oxygène (ROS) de par l’augmentation de l’activité NADPH oxydase. L’activation de la PKC va 
aussi jouer un rôle dans l’inflammation par le biais de l’augmentation de la synthèse du 
facteur pro-inflammatoire NFkB (69,120–122) (Figure 9).  
L’activation de la PKC va contribuer à l’installation de l’insulino-résistance via la diminution 
de l’expression de eNOS (123).  
 
 
Figure 9. Voie de la PKC dans le cadre de la pathologie diabétique. L’activation de la voie de 
la PkC est notamment impliquée dans l’augmentation de l’inflammation, dans la résistance à 
l’insuline et dans l’augmentation du stress oxydant.  
.  
II.4.3 Voie des hexosamines 
 
L’activation de la voie des hexosamines va aboutir à la formation de protéines O-Glycosylées 
(O-GlcNac). La O-GlcNac glycosylation est une modification post-traductionnelle qui implique 
l’addition d’un N-acétylglucosamine sur un résidu serine ou thréonine des protéines. En 
condition physiologique, 2 à 3% du glucose est converti en UDP-GlcNac qui est le produit 
final de la voie de biosynthèse des hexosamines. L’élément limitant de cette voie est la 
glutamine-fructose 6-Phosphate aminotransférase (GFAT) (124). 
En condition d’hyperglycémie, l’expression de la glutamine-fructose 6-Phosphate 
amidotransferase (GFAT) est augmentée (125). La glucosamine-6-phosphate ainsi formée est 
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transformée en UDP-N-acetyl-glucosamine (UDP-GlcNac). L’UDP-GlcNac est le substrat de 
l’enzyme O-GlcNAc transférase (OGT) qui va catalyser la formation de protéines O-GlcNac 
(Figure 10).   
L’activation de cette voie va entraîner une augmentation de la génération des ROS et 
contribuer à l’installation d’un stress oxydant. De plus, l’accumulation des protéines 
modifiées par l’O-GlcNac glycosylation joue un rôle dans les complications et l’apparition de 
maladies associées au diabète. (126–129).  
Le phénomène de glycosylation des protéines va contribuer au phénomène de glucotoxicité 
du glucose dans la pathologie diabétique.  
 
 
Figure 10. Voie des hexosamines. L’activation de la voie des hexosamines est dépendante de 
l’activité de la GFAT. Elle conduit à l’augmentation du taux de protéines O-glycosylées qui 
sont impliquées dans l’augmentation du stress oxydant.  
 
II4.4 Formation des produits avancés de glycation (AGE). 
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Les produits avancés de glycation sont particulièrement augmentés au cours du diabète. Ils 
peuvent être formés à partir de différentes voies: la voie des polyols, la glycoxydation ou 
auto-oxydation du glucose et la glycation représentent différentes voies pouvant conduire à 
la formation des produits avancées de glycation ou AGE (130). Les AGE peuvent aussi être 
apportés de façon exogène, par l’alimentation, en particulier si les aliments sont riches en 
sucres et subissent une étape de cuisson. Les AGE exogènes représentent environ 10% des 
AGE plasmatiques (131,132).  
De nombreuses protéines peuvent être glyquées. Parmi les plus étudiées, on peut citer 
l’hémoglobine et l’albumine. L’hémoglobine glyquée (HbA1C) sert de marqueur pour le suivi 
de la glycémie sur le long terme chez les personnes diabétiques.   
 
La glycoxydation ou auto-oxydation du glucose 
 
Une forte concentration de glucose peut conduire à une accumulation de glycéraldéhyde-3-
phosphate qui est ensuite converti en méthylglyoxal. Le méthylglyoxal est un précurseur de 
la formation des AGE (Figure 11).  
Normalement le méthylglyoxal est neutralisé par des enzymes, les glyoxalases, qui 
nécessitent la présence de NAPDH. La dépression en NADPH, utilisé par la voie des polyols, 
fait que le méthylglyoxal ne pourra pas être neutralisé, entrainant ainsi la glycation des 
protéines intracellulaires (133).  
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Figure 11. Formation des AGE par la glycoxydation. 
 
La glycation 
 
La glycosylation non enzymatique ou glycation est un phénomène pathologique, intervenant 
dans des conditions d’hyperglycémie chronique, donnant naissance à des protéines 
glyquées. La formation des produits avancés de glycation (AGE) correspond à une succession 
d’étapes réversibles ou non, et dépendantes du temps et de la concentration en sucre. La 
concentration en glucose étant plus importante chez les sujets diabétiques, on peut 
supposer que la glycation des protéines sera plus importante.  
La première étape de la glycation correspond à la réaction entre un ose (glucose, galactose, 
fructose) et la fonction amine libre d’une protéine pour former une base de Schiff. Cette 
réaction est suivie de réarrangements qui vont donner lieu à la formation de produit 
d’Amadori. Les produits d'Amadori subissent de nombreuses réactions oxydatives formant 
des intermédiaires réactifspuis aboutissant à la formation de produits finaux de glycation ou 
AGE (Figure 12) (53,134,135).  
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Figure 12. Formation des AGE par la glycation. 
 
Les AGE peuvent se fixer sur des récepteurs de produits avancés de glycation (RAGE). La 
fixation des AGE sur leur récepteur va initier des voies de signalisation conduisant à 
l’expression de gènes codant pour des facteurs pro-inflammatoire tel que NFkB (130).  
La présence d’AGE est aussi génératrice de stress oxydant et entraîne une augmentation de 
la production de ROS.  
La présence d’AGE chez les personnes diabétiques va contribuer au développement de 
pathologies associées au diabète.  
 
Les récepteurs des AGE 
 
Trois grandes familles de récepteurs aux AGE (les récepteurs RAGE, les récepteurs AGER et 
les récepteurs « scavenger » type CD36), ont à ce jour été identifiées. Chacun de ces 
récepteurs va être à l’origine de l’activation de voies de signalisation spécifique (Figure 13). 
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Figure 13. Les différents récepteurs des AGE (136,137). Les trois principales voies de 
signalisation induites par la liaison des AGE à leurs différents récepteurs.  
 
Le récepteur RAGE reste le plus étudié. Il s’agit d’une protéine d’environ 45 kDa faisant 
partie de la superfamille des immunoglobulines et présent à la surface de nombreuses 
cellules telles que les cellules endothéliales ou les cellules musculaires lisses (138,139). RAGE 
reconnait un grand nombre de ligand tels que les AGE, le LPS ou la protéine HMGB1 
(137,140). La fixation des AGE aux récepteurs RAGE active le facteur pro-inflammatoire NFkB 
(137,141). L’activation du facteur NFkB va entrainer la production de cytokines pro-
inflammatoires telles que le TNFα ou l’IL6. De plus, la fixation des AGE sur leur récepteurs 
RAGE va déclencher une série de réactions qui va aboutir à la formation d’espèces réactives 
de l’oxygène, et donc contribuer à l’augmentation du stress oxydant dans la cellule (131). 
Pour résumer, l’interaction entre les AGE et le récepteur RAGE va augmenter l’activité de la 
NADPH-oxydase ce qui va activer le facteur de transcription NFkB (137). La fixation des AGE 
sur les récepteurs va aussi entrainer une augmentation de l’expression du gène codant pour 
RAGE lui-même. Il va donc y avoir une augmentation de la signalisation induit par la fixation 
des AGE sur les récepteurs RAGE. Deux systèmes principaux sont responsables de la 
dégradation des protéines, lipides et ADN oxydés ou endommagés : les systèmes lysosomal 
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et protéasomal. Les AGE peuvent induire une altération dans l’assemblage et l’activité du 
protéasome (137,142). De plus, l’augmentation de ROS via l’interaction AGE-RAGE va 
entrainer une diminution du facteur SIRT1 (survival factor 1), impliqué dans la répression de 
la réponse inflammatoire. SIRT1 joue aussi un rôle dans la signalisation médiée par l’insuline. 
La diminution de l’expression de SIRT1 va ainsi entrainer une augmentation de 
l’inflammation et participer au défaut de signalisation de l’insuline (143).  Il existe une forme 
soluble du récepteur RAGE, noté sRAGE,  qui va empêcher la fixation des ligands sur les 
récepteurs RAGE ou les autres récepteurs (131,137,144). L’injection de sRAGE chez des 
souris diabétiques db/db va notamment entrainer une réduction de la production de 
cytokines pro-inflammatoires.  
La fixation des AGE à leurs récepteurs de type AGER va avoir un effet opposé à celui entrainé 
par la fixation des AGE sur les récepteurs RAGE. Ainsi la fixation des AGE sur les récepteurs 
AGER, notamment les récepteurs AGE-R1 et AGE-R3, va jouer un rôle protecteur contre le 
stress oxydant et entrainer la dégradation des AGE (145,146). En condition normale, la 
présence d’AGE induit une augmentation de l’expression des récepteurs AGER. La liaison des 
AGE au récepteur AGER provoque une diminution de l’expression des récepteurs RAGE ce 
qui va prévenir l’apparition d’un stress oxydant. Cependant, au cours du vieillissement ou 
dans le cas de pathologie telles que le diabète ou l’insuffisance rénale, on observe une 
diminution de l’expression et de la fonction des récepteurs AGER entrainant une diminution 
des défenses anti-oxydantes et l’augmentation du stress oxydant (137,146–148).  
Les récepteurs scavengers sont des récepteurs capables de reconnaitre les LDL oxydés ou 
acétylés (136,137). Il existe un grand nombre de récepteurs scavenger identifiés et classés 
selon leurs propriétés structurales. Parmi eux on retrouve les récepteurs scavengers de 
classe A (SR-A) et les récepteurs scavengers de classe B (SR-B) parmi lesquels le récepteur 
CD36. Les récepteurs SR-A et CD36 sont exprimés par les macrophages au niveau des lésions 
athérosclérotiques et peuvent lier les LDL oxydées. Le récepteur CD36 est également 
exprimé au niveau des cellules adipocytaires murines 3T3L1 et des adipocytes humains. Il est 
capable de reconnaitre l’albumine glyquée par le méthylglyoxal. La fixation des AGE sur les 
récepteurs scavengers pourrait jouer un rôle dans le développement de l’athérosclérose 
mais aussi dans le développement des complications liées au diabète en diminuant la 
sensibilité à l’insuline (149–152).  
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II.5 L’Albumine glyquée : un modèle de stress oxydant 
L’albumine est une protéine synthétisée par le foie et libérée dans la circulation sanguine. 
Avec une concentration de  40 g/L, elle représente environ 60 % des protéines plasmatiques. 
L’albumine est de ce fait la protéine circulante la plus abondante. (153,154). Son temps de 
demi-vie particulièrement longue (20 jours) fait d’elle une cible privilégiée pour les réactions 
de glycoxydation et de glycation. Ces réactions s’accompagnent d’une altération de sa 
structure et de sa fonction.   
 
L’albumine possède de nombreuses fonctions au niveau de l’organisme. Elle participe à la  
régulation de la pression osmotique et du pH sanguin. Elle possède également des 
propriétés anti-oxydantes mais aussi de transport des hormones hydrophobes et de 
protection. L’albumine est ainsi capable de neutraliser des agents toxiques exogènes ou 
endogènes diminuant ainsi leur effets toxiques dans l’organisme (155). Sa capacité anti-
oxydante résulte du fait qu’elle est capable de lier les ions métalliques tels que le cuivre, 
ainsi que les hydroperoxydes mais elle est aussi capable de neutraliser les radicaux libres 
(156,157).  
Toutes les propriétés de l’albumine sont liées à sa structure. La glycation de l’albumine va 
modifier la structure de la protéine et donc ses propriétés de transport et ses fonctions anti-
oxydantes (158). Les modifications oxydatives peuvent aussi affecter le métabolisme du 
glucose au niveau des cellules musculaires et des adipocytes. Dans d’un modèle cellulaire 
adipocytaire, il a été démontré que l’albumine glyquée est à l’origine de l’augmentation de 
la production de ROS, conduisant à une inhibition de l’absorption du glucose. De plus, 
l’albumine glyquée contribue aux modifications intracellulaires des protéines des cellules 
adipocytaires (159–162).  
Chez les personnes saines, la proportion d’albumine glyquée est de l’ordre de 1 à 10 % alors 
que chez les personnes diabétiques, elle est deux à trois fois plus élevée (163). La présence 
d’albumine glyquée est directement impliquée dans le développement de maladies liées au 
diabète de type 2 telles que les néphropathies (164).   
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Chez les personnes diabétiques, on observe une augmentation du taux d’albumine glyquée. 
Ainsi, l’albumine glyquée peut servir, au même titre que l’hémoglobine glyquée (HbA1C), de 
marqueur du suivi de la glycémie à moyen terme chez les personnes diabétiques (153).  Chez 
les personnes diabétiques, l’hémoglobine glyquée sert de marqueur pour contrôler la 
glycémie sur le long terme. En effet, sa demi-vie est d’environ 120 jours alors que la demi-vie 
de l’albumine est de 20 jours. Cependant, dans certain cas, la mesure de l’hémoglobine 
glyquée ne peut être utilisée comme marqueur de l’évolution de la glycémie. Chez les 
personnes atteintes d’anémie hémolytique ou de cirrhose hépatiques, les taux de l’HbA1C 
sont faussés. La mesure de l’albumine glyquée n’est pas altérée dans ces pathologies 
(163,165–167). De plus, en raison de sa demi-vie plus courte que celle de l’hémoglobine, la 
mesure de l’albumine glyquée semble être un meilleur marqueur des changements à court 
terme de la glycémie. L’albumine glyquée est par ailleurs utilisée comme marqueur de 
contrôle de la glycémie pour les femmes atteintes de diabète gestationnel (154,163,168). La 
mesure simultanée de l’hémoglobine glyquée et de l’albumine glyquée permettrait donc un 
meilleur suivi du statut glycémique des personnes diabétiques.  
 
Il existe différentes méthodes permettant d’isoler et de mesurer les taux d’albumine 
glyquée. Ces méthodes comprennent la chromatographie, des tests colorimétriques (test 
BCG) ou enzymatiques ainsi que des tests immunologiques (ELISA). Le dosage des 
fructosamines est un des tests colorimétrique permettant de mesurer le taux de protéines 
glyquées et est utilisé aussi bien par les laboratoires de recherche que les laboratoires 
cliniques (153,169,170). Comme l’albumine est la protéine la plus abondante du plasma, le 
dosage des fructosamines reflète en majorité le taux de glycation de l’albumine.  
 
Depuis de nombreuses années, des études ont pu être menées sur le processus de glycation 
de l’albumine in vitro ainsi que sur son impact en tant que générateur de ROS, afin d’étudier 
ses effets physiopathologiques. Cette oxydation s’effectue souvent en présence de 
méthylglyoxal ou de sucres tels que le glucose ou le fructose. Il faut attendre plusieurs jours 
à plusieurs semaines pour que le processus de glycation s’effectue. Le processus de glycation 
peut par ailleurs être suivi visuellement grâce à la formation d’un composé brun (171,172). 
L’albumine ainsi glyquée peut être utilisée sur des modèles cellulaire pour étudier le stress 
oxydant. Les études effectuées à ce sujet ont montré que des cellules incubées en présence 
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d’AGE, présentaient une augmentation du taux de protéines intracellulaires oxydées ainsi 
qu’une augmentation de la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires (173,174).  
 
II.6 Les souris db/db : un modèle de diabète de type 2 
II.6.1 Caractéristiques du modèle 
 
La souris db/db est un des modèles de diabète de type 2 les plus utilisés en recherche depuis 
quarante ans. Chez les souris db/db, le récepteur à la leptine est non fonctionel. La leptine 
est une hormone sécrétée par le tissu adipeux et responsable notamment du signal de 
satiété (175). Chez les souris db/db, il y a production de leptine mais celle-ci reste sans effet 
en raison de l’absence de récepteur.  
Le défaut de signalisation de la leptine entraine chez ces souris une obésité due à une 
hyperphagie et à une baisse de la dépense énergétique. L’obésité chez les souris db/db est 
visible dès la quatrième semaine de vie, avec une augmentation du nombre (hyperplasie) et 
de la taille (hypertrophie) des adipocytes.  
Chez les souris db/db, on observe tout d’abord une hyperinsulinémie avec un pic d’insuline 
aux alentours de trois mois. Cette hyperinsulinémie agit comme un mécanisme 
compensatoire pour maintenir la glycémie à des taux moins élevé (Figure 14) (176,177). Par 
la suite, une diminution de la sécrétion de l’hormone, c'est-à-dire une insulinopénie, 
apparait due à la destruction des cellules béta pancréatiques productrices d’insuline.  
Une hyperglycémie constitue un paramètre caractéristique des souris db/db. 
L’hyperglycémie se développe au bout d’environ deux mois et peut atteindre des valeurs 
allant jusqu’à 400 voire 600 mg/dl contre environ 150 mg/dl chez les souris contrôles 
(175,178,179).  
Une autre caractéristique des souris db/db consiste en une hyperlipidémie principalement 
due à l’augmentation des taux de HDL. 
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Figure 14. Progression des caractéristiques des souris db/db au cours du temps (177). 
Evolution du taux d’insuline, de glucose et du poids chez les souris db/db comparé à des 
souris contrôles au cours du temps. 
 
II.6.2 Différences entre le modèle db/db et les personnes atteintes de 
diabète de type 2 
 
Malgré des caractéristiques communes retrouveées chez les diabétiques de type 2, il existe 
quelques différences entre le modèle de souris db/db et les personnes atteintes de diabète 
de type 2 (Tableau 1).  Tout d’abord, si chez les souris db/db, l’obésité est due à 
l’hyperphagie causée par un défaut de signalisation de la leptine, chez l’homme, l’obésité est 
principalement due à un mauvais mode de vie et d’autres causes génétiques, bien que chez 
certaines personnes on retrouve une résistance à la leptine (175,180).  De plus, l’obésité est 
plus modérée et variable chez les Hommes par rapport à celle des souris db/db.  
Ensuite, chez les souris db/db on retrouve une hyperinsulinémie plus sévère que chez les 
sujets atteints de diabète de type 2. La destruction des cellules β-pancréatiques est aussi 
plus importante chez les souris db/db comparée aux personnes atteintes de diabète de type 
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2 (environs 10% chez l’Homme) (175,181,182). L’insulino-résistance est présente aussi bien 
dans le modèle murin db/db que chez les personnes diabétiques.  
De plus, l’hyperglycémie chez les souris diabétiques (400 à 600 mg/dl) est 2 à 3 fois plus 
élevée que chez les sujets diabétiques (200 mg/dl). 
Enfin, au niveau du bilan lipidique, on notera que la dyslipidémie chez les souris db/db est 
principalement due à une augmentation du taux de HDL. Les LDL ne varient pas ou ont 
parfois tendance à diminuer. Chez les patients diabétiques de type 2, un bilan lipidique 
inverse à celui retrouvé chez les souris db/db est observé. Ainsi, on observe une diminution 
du taux de HDL et une augmentation de LDL (175). Les LDL sont des particules hautement 
athérogéniques dues à leur haute sensibilité aux modifications oxydatives (183).  
 
Tableau 1. Comparaison des caractéristiques entre les souris db/db et les sujets 
diabétiques de type 2 (175) 
 
 
 
 
Souris db/db 
Personnes atteinte de 
diabète de type 2 
Obésité 
Obésité sévère due à une hyperphagie 
causée par un défaut de signalisation de la 
leptine 
Obésité modérée à sévère - 
causes multiples 
Dyslipidémie ↑ HDL ↓HDL,   ↑  LDL 
Hyperglycémie Sévère Modérée 
Hyperinsulinémie Sévère (jusqu'à 3 mois) Modérée 
Atteinte des cellules 
β-pancréatique 
Oui Oui 
Insulino-résistance Oui Oui 
Complications 
- Durée de vie trop courte pour  simuler les 
complications retrouvées chez l'homme 
- Ne développe pas d'athérosclérose 
- Pas d'hypertension 
- Diminution contraction cardiaque 
- Athérosclérose 
- Hypertension 
- Neuropathie, Néphropathie, 
Rétinopathie,… 
 51 
 
II.7 Le tissu adipeux et le tissu cardiaque : cibles du stress 
oxydant 
Le stress oxydant est impliqué dans de très nombreuses maladies comme facteur 
déclenchant ou associé à des complications et progression de pathologies. Le stress oxydant 
est  un des facteurs potentialisant l'apparition de maladies plurifactorielles tels le diabète, la 
maladie d'Alzheimer, les rhumatismes et les maladies cardiovasculaires (48,184). 
 
II.7.1 L’obésité : facteur d’apparition du diabète de type 2 
 
L’obésité et le surpoids seraient les facteurs les plus importants conduisant à l’apparition de 
maladies métaboliques telles que le diabète. Le surpoids et l’obésité se définissent comme 
une accumulation anormale et excessive de graisse qui nuit à la santé. L’indice de masse 
corporel (IMC) et la mesure du tour de taille sont des outils permettant de mesurer l’obésité 
au sein de la population. L’IMC se calcule en divisant le poids d’un individu en kg par sa taille, 
en mètre, au carré. Ainsi, un IMC supérieur à 25 correspond à un surpoids tandis qu’un IMC 
supérieur à 30 correspond à celui d’une personne obèse (Figure 15) (185,186).  
 
 
Figure 15. Classification en fonction de l'IMC. 
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La prévalence de l’obésité ne cesse d’augmenter dans le monde non seulement chez les 
adultes mais aussi chez les enfants et les adolescents. Les causes de l’obésité sont multiples : 
génétique, métabolique,… mais peuvent principalement être attribuées à un excès de 
consommation d’aliments gras et sucrés associé à une inactivité physique (187–189). 
L’obésité est responsable d’une diminution de la qualité de vie, de l’apparition de maladies 
sévères et de l’augmentation de la mortalité. Les risques de développer des maladies 
cardiovasculaires, cancer ou autres maladies métaboliques ainsi que la morbidité 
augmentent avec l’IMC (190,191).  
L’obésité est associée à une inflammation chronique de faible intensité qui va activer le 
système immunitaire et ainsi augmenter le statut inflammatoire du tissu adipeux et générer 
un stress oxydant (186,192). L’inflammation chronique et le stress oxydant du tissu adipeux 
sont associés au développement de maladies cardiovasculaires, de cancer, de l’insulino-
résistance et donc de l’installation d’un diabète de type 2.  
Le tissus adipeux et les cellules qui le compose jouent un rôle important dans les pathologies 
associées à l’obésité tel que le diabète de type 2. 
 
II.7.2 Stress oxydant et tissus adipeux 
 
Chez une personne normo-pondérée, le tissu adipeux représente environ 15 à 25 % du poids 
total et il peut atteindre 50% du poids total chez les personnes obèses (193,194). Le tissu 
adipeux possède deux fonctions principales. Le tissu adipeux a d'abord été caractérisé 
comme un tissu de stockage. Il permet ainsi le stockage et la libération des lipides, gérant 
ainsi les réserves énergétiques de l’organisme selon les besoins de celui-ci. Aujourd'hui, le 
tissu adipeux est aussi considéré comme un tissu  endocrinien qui sécrète des cytokines ou 
des adipokines qui vont agir soit de manière locale, au niveau même du tissu adipeux, soit au 
niveau d’autres organes (195–197). Le tissu adipeux est principalement composé 
d’adipocytes mais aussi de fibroblastes, de cellules endothéliales et de cellules immunitaires. 
Il existe en réalité deux types de tissu adipeux : le tissu adipeux brun et le tissu adipeux 
blanc. Le tissu adipeux brun joue principalement un rôle dans la régulation thermique alors 
que le tissu adipeux blanc est davantage impliqué dans le maintien des réserves 
énergétiques. (198,199). Le stockage et la libération des lipides sont sous l’influence de 
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certaines hormones telle que l’insuline, l’adrénaline ou le glucagon, et la dérégulation au 
niveau des voies de signalisation impliquant ces hormones joue un rôle dans l’apparition de 
pathologie dont le diabète de type 2. 
 
Dans des conditions physiologiques mais surtout en condition pathologique, la sécrétion 
d’adipokines s’accompagne de la production d’espèces réactives de l’oxygène générant ainsi 
un stress oxydant à l’origine de la sécrétion d’autres adipokines (71,186). La leptine est une 
adipokine sécrétée par les cellules adipeuses et est responsable du signal de satiété de par 
ses effets anorexigènes. Chez les personnes obèses, on retrouve des taux élevés de leptine, 
ce qui laisse à supposer que les personnes obèses développeraient une résistance à cette 
hormone (175). La leptine contribue à augmenter le stress oxydant et la sécrétion de 
cytokines pro-inflammatoires. L’adiponectine est une autre adipokines possédant des 
propriétés anti-inflammatoires. L’exposition des cellules à un stress oxydant prolongé 
diminue fortement l’expression et la sécrétion d’adiponectine par les cellules. De plus, 
l’obésité va entrainer une accumulation de lipides dans la cellule adipeuse ce qui va activer 
la cascade de la voie de signalisation médiée par NFkB et ainsi entrainer la sécrétion de 
cytokines pro-inflammatoire telles que TNFα et IL6 (192,200). Cette sécrétion de cytokines 
pro-inflammatoire, en particulier de TNFα, entraine une activation de la voie JNK (c-JUN N-
terminale kinase), inhibant la réponse insulinique et contribuant à l’installation de l’insulino-
résistance (Figure 16). La présence d’un statut inflammatoire va entrainer le recrutement de 
cellules immunitaires, en particulier de macrophages qui vont eux-mêmes sécréter des 
cytokines inflammatoires et participer au dysfonctionnement du tissu adipeux. Le stress 
oxydant et l’inflammation sont étroitement liés de par la génération de ROS favorisant 
l’installation d’une inflammation chronique et d’une stimulation de la production de ROS 
induite par les cytokines pro-inflammatoires. 
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Figure 16. Physiopathologie adipocytaire. Le stress oxydant va induire une dérégulation de 
la sécrétion d’adipokines et la sécrétion de facteurs pro-inflammatoires.  Cela va entrainer 
une infiltration des macrophages dans le tissu adipeux qui vont participer à l’inflammation. 
La présence d’un statu pro-inflammatoire va aussi contribuer à l’augmentation du stress 
oxydant. La présence d'une inflammation chronique va entrainer une baisse de la sensibilité à 
l’insuline.   
 
La NADPH oxydase et en particulier la NADPH oxydase 4 (NOX4) est responsable de la 
majeure production de ROS au niveau du tissu adipeux. Les ROS générés par la NADPH 
oxydase vont avoir pour cible principale la mitochondrie ce qui va augmenter la production 
de ROS à la fois par NOX4 mais aussi par la mitochondrie elle-même (186,201). De plus chez 
les personnes obèses, on observe une diminution des défenses anti-oxydantes incluant une 
diminution de l’activité de la SOD, de la catalase mais aussi une diminution du taux de 
vitamine C et E dans l’organisme. Il est maintenant reconnu qu’un stress oxydant prolongé 
peut entrainer un défaut du métabolisme du glucose au niveau adipocytaire (186). Le stress 
oxydant généré au niveau adipocytaire, va également être à l’origine d’une activation de la 
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voie JNK (c-JUN N-terminale kinase) et ainsi contribuer à l’installation de l’insulino-
résistance.  
La présence de récepteurs RAGE et CD36 a été montrée dans des modèles de cellules 
adipocytaire. Ces récepteurs sont capables de reconnaitre et de fixer les produits avancés de 
glycation, conduisant à la formation de ROS (151,152,202). Il existe cependant très peu 
d’étude concernant le rôle des AGE au niveau des adipocytes. Les adipocytes traités avec des 
AGE vont avoir un taux de protéines oxydées qui sera augmenté et accompagné par un 
défaut des activités du protéasome. Les AGE vont aussi entrainer une diminution de 
l’adiponectine produite par les adipocytes, contribuant au développement de l’insulino-
résistance (203,204).    
 
II.7.3 Stress oxydant et complications cardiovasculaires chez les 
diabétiques 
 
Un lien très étroit existe entre le diabète de type 2 et les maladies cardiovasculaires. Les 
maladies cardiovasculaires sont les premières causes de décès chez les personnes 
diabétiques (205–207). Les personnes diabétiques ont deux à quatre fois plus de risque de 
développer des maladies cardiovasculaires que les individus non diabétiques. Le stress 
oxydant et l’inflammation joueraient un rôle direct dans le développement des maladies 
cardiovasculaires.  
La surexpression de cytokines pro-inflammatoires par le tissu adipeux, favorise 
l’inflammation et l’accumulation de lipides exerce des effets néfastes sur les vaisseaux 
sanguins et donc contribue à l’apparition de cardiomyopathies. Chez les personnes 
diabétiques, on observe une augmentation du taux de LDL comparé à celui mesuré chez les 
individus non diabétiques. En condition d’hyperglycémie, ces LDL vont être soumises à des 
phénomènes d’oxydation et de glycation. Les LDL oxydées ou les LDL glyquées vont être 
captées par des macrophage aboutissant à la formation des cellules spumeuses (208–210). 
Les cellules spumeuses participent à la formation de plaques d’athéromes, à la base du 
développement de l’athérosclérose, et va augmenter le risque de maladies cardiovasculaires 
et d’ischémie cardiaque chez les personnes diabétiques. De plus, en présence de LDLox, des 
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cytokines telles que TNFα ou IL-1, sont sécrétées et participent à l’augmentation de 
l’inflammation (210,211).  
L’oxyde nitrique synthase endothéliale (eNOS) catalyse la production d’oxyde nitrique 
responsable de la vasodilatation des vaisseaux sanguins. En condition d’hyperglycémie, 
l’activité NADPH oxydase accrue est responsable d’une production d’anion superoxyde qui 
inhibe l’activité de eNOS et la production d’oxyde nitrique est ainsi diminuée (207,212,213). 
De plus le stress oxydant va favoriser l’activation du facteur NFkB ce qui va conduire à une 
surproduction de cytokines inflammatoires. Enfin, on observe une diminution de l‘activité 
des défenses enzymatiques dont la SOD mais aussi une diminution de l’activité de type 
trypsine du proteasome.  
Les risques accrus chez les personnes diabétiques, de développer des maladies 
cardiovasculaires peuvent trouver leur origine dans un défaut de l’homéostasie glycémique 
associé à l’obésité et la dyslipidémie.  
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III. Objectifs du travail 
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L’obésité, le diabète et les maladies cardiovasculaires sont étroitement liés avec comme 
facteurs communs, le stress oxydant et l’inflammation. Chez les personnes diabétiques, les 
cellules adipocytaires et les cellules cardiaques sont particulièrement sensibles au stress 
oxydant. Les dommages de type oxydatif participent à la progression de la physiopathologie 
diabétique. L’objectif de ma thèse a ainsi consisté à étudier l’impact du stress oxydant induit 
par une hyperglycémie ou l’albumine glyquée sur les dommages oxydatifs adipocytaire et 
cardiaque.  
 
Tout d’abord, j’ai étudié et comparé l’impact d’une hyperglycémie chronique ou 
intermittente, mimant une hyperglycémie postprandiale, sur les dommages de type 
oxydatifs d’un modèle adipocytaire humain, les cellules SW872. Ce travail à donné lieu à une 
plublication sous forme d’article intitulé : « Hyperglycemia induces oxidatives damages in 
SW872 » (Boyer et al. 2014) 
 
Par la suite, j’ai pu participer à la caractérisation de dommage de type oxydatif dans le 
modèle de diabète de type 2, les souris db/db. Je me suis intéressée tout d’abord aux 
modifications oxydatives des protéines au niveau circulatoire et hépatique des souris 
diabétiques. Puis je me suis intéréssée aux activités du protéasome hépatique des souris 
diabétiques. Ce travail à donné lieu à une plublication sous forme d’article intitulé : 
«  Diabetes-induced hepetic oxidative stress : a new pathogenic role for glycated albumin » 
(Patche et al.), actuellement en cours de soumission 
 
Dans la troisième partie de mon travail,  je me suis focalisée sur le tissu adipeux provenant 
de ces souris diabétiques. J’ai pu ainsi caractériser les dommages oxydatif adipocytaire chez 
un animal diabétique et les comparer avec un modèle de cellules adipocytaires murines 
(lignée 3T3L1) mis en situation d’hyperglycémie ou traité avec l’albumine glyquée. Ce travail 
à donné lieu tout d’abord à une plublication sous forme de review intitulé : « Oxidative 
stress and adipocytes biology : Focus on the role of AGEs » (Boyer et al. 2015) ; puis à un 
article intitulé : « Enhanced oxidative stress in adipose tissue from diabetic mice, possible 
contribution of glycated albumin », en cours de soumission. 
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Dans une quatrième et dernière partie, l’étude des dommages oxydatifs a été conduite sur 
un modèle de cellules cardiaques, les H9C2 et également tissulaire (cœur isolé reperfusé de 
rat et souris db/db). L’activation de certaines voies cellulaires, telles que la voie de la PkC et 
des hexosamines, a pu être identifiée. Ce travail à donné lieu à une plublication sous forme 
d’article intitulé : « Glycation abolishes the cardioprotective effects of albumin during 
ischemia-reperfusion » (Mapanga et al.), en cours de soumission. 
 
L’ensemble de ces travaux vise une meilleure compréhension de l’implication des dommages 
de type oxydatifs dans les dysfonctionnements adipocytaires et cardiaque dans le cadre de la 
pathologie diabétique. Ces travaux sont présentés dans la partie résultats. 
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IV. Matériels et méthodes  
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Souris db/db 
 
Les souris C57BLKs/J+/Leprdb (souris db/+) proviennent du laboratoire Charles Rivers. Après 
reproduction et croisement, elles ont été séparées en trois groupes (n=10 à 15 par groupe) : 
les souris C57BLKs+/+ (WT), les souris hétérozygotes C57BLKs/J+/Leprdb (db/+) et les souris 
homozygotes diabétiques C57BLKs/J/Leprdb /Leprdb (db/db). Les animaux ont été placés dans 
un environnement contrôlé, avec une température constante (21±2°C), une humidité de 50 
±5% et des cycles de lumière-obscurité de 12 heures chacun. Les souris disposaient de 
nourriture et d’eau ad libitum.  Toutes les expérimentations animales ont été conduites avec 
l’accord du comité d’éthique de Cyclotron Réunion Océan Indien (CYROI)  (projet n° 
01268.01).  
 
Mesure des paramètres métaboliques 
 
De quatre à douze semaines, le poids des animaux est déterminé ainsi que la glycémie grâce 
au « OneTouch® Ultra Blood Glucose Monitoring System ». A 12 semaines les souris sont 
euthanasiées. Le sang est collecté par ponction cardiaque dans des tubes EDTA Vacutainer®. 
Les protéines totales, l’insuline, les fructosamines, les triglycérides, le cholestérol total, les 
Lipoprotéines de basse densité (LDL) et les lipoprotéines de haute densité (HDL) ont été 
mesurées à partir du plasma grâce à l’utilisation d’un automate de biochimie clinique : le 
Cobas C501 analyzer  (Roche Diagnostic).  
 
Culture et traitement des cellules 3T3L1 et SW872 
 
Les cellules pré-adipocytaires 3T3L1 et SW872 ont été cultivées dans du « Dulbecco's 
Modified Eagle's Medium » (DMEM) contenant 25 mM de glucose et supplémenté avec de la 
pénicilline (100U/ml), streptomycine (100U/ml), de la L-glutamine (2mM) et 10 % de sérum 
de veau fœtal (SVF). Les cellules  ont été cultivées dans une atmosphère humide comportant 
5% de CO2 et à 37 °C. 
Pour les traitements cellulaires, les cellules sont placées pendant 24 heures dans du DMEM à 
5 mM de glucose dans des plaques 96 puits (10 000 cellules/puits), pour les tests DCFH-DA, 
Crystal violet, et MTT, et en boite de Pétri de 21 cm3, pour l’isolement des protéines ou de 
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l’ARN. Les cellules sont traitées pendant 1h, 3h ou 6h dans des conditions d’hyperglycémie 
(25 ou 33 mM de glucose) ou en présence d’albumine native ou glyquée (80 µM de BSA).  
 
Culture et traitement des cellules H9C2 
 
Les cellules de cardiomyoblastes de rat H9C2,  ont été cultivées dans du DMEM contenant 
du GlutaMAXTM, 5,5 mM de glucose et supplémenté avec de la pénicilline (100U/ml), 
streptomycine (100U/ml) et 10 % de sérum de veau fœtal (SVF).  
Pour les traitements des cellules, celles-ci sont placées dans des boites de culture de 25 cm2. 
Lorsque les cellules ont atteint 90% de confluence, elles sont mises en condition 
d’hyperglycémie (25 mM de glucose) et/ou  avec de l’albumine native ou glyquée (10 µM ou 
80 µM) pendant 6h et 24h dans du milieu à 1% de SVF.  
 
Glycation de l’albumine 
 
La sérum albumine bovine (BSA) a été préparée à 40 g/L dans du PBS. Le méthylglyoxal 
(MGO) est ajouté à une concentration finale de 10 mM. La BSA-MGO et la BSA native, sont 
incubées pendant quatre jours à 37°C dans le noir et sous agitation. Les préparations 
d’albumine, ont ensuite été dialysées contre une solution de PBS puis filtrées grâce à un 
filtre Millipore 0,2µm et stockées à -20°C jusqu'à utilisation. La mesure de la concentration 
finale de BSA a été effectuée grâce à un test Bradford. 
Un dosage des fructosamines est réalisé pour l’albumine native et l’albumine glyquée. Le 
dosage est réalisé à partir du protocole de Johnson et al. (214) et utilise le nitroblue 
tetrazolium (NBT) comme réactif. Le résultat a été exprimé en nmol de 1-deoxy-1-
morpholinod-fructose (DMF)/µM de BSA.  
La mesure des groupements thiols, au niveau de l’albumine native et glyquée, a été réalisée 
grâce à la méthode d’Ellman (49) qui utilise l’acide 5, 5′-dithiobis, 2-nitrobenzoic (DTNB) 
comme réactif. Le résultat est exprimé en nmol/µM de BSA. 
 
Viabilité cellulaire 
 
 64 
 
Bleu trypan. La viabilité cellulaire des cellules SW872 a été déterminée par comptage au bleu 
trypan. Le bleu trypan va pénétrer l’ensemble des cellules mais sera expulsé des vivantes par 
transport actif de sorte que ne seront colorées que les cellules mortes. 5µl de solution de 
bleu trypan à 0,4% ont été ajoutés à 45 µl de suspension cellulaire. Après 5 minutes, les 
cellules sont comptées grâce à une cellule de Malassez. Les résultats sont exprimés en 
pourcentage par rapport au contrôle.  
MTT. Le test MTT a été choisi afin d’évaluer l’effet de la BSA-MGO et de l’hyperglycémie sur 
la viabilité cellulaire. Le principe du dosage repose sur la mesure de l’absorbance des 
cristaux de formazan, résultant de la réduction du MTT (bromure de 3-(4,5-dimethylthiazol-
2-yl)-2,5-diphenyl tetrazolium) par la succinate déshydrogénase mitochondriale des cellules 
vivantes actives. 20 µL de MTT (5 mg/ml) est additionné à chaque puits suivi par une 
incubation de 3 heures. Le milieu est ensuite enlevé et 100 µL de DMSO est ajouté, la plaque 
est mise à agiter à l’obscurité jusqu’à dissolution des cristaux de formazan. L’absorbance est 
mesurée à 595 nm et les résultats sont exprimés en pourcentage (%) par rapport au 
contrôle. 
Cristal Violet. Les cellules adhérentes (et hypothétiquement vivantes) après les différents 
traitements ont été détectées par la mesure de l’absorbance du réactif crystal violet 
présentant une forte affinité pour le noyau des cellules. Après traitement cellulaire, le milieu 
est enlevé et 50 µL de cristal violet à 0,25% est ajouté à chaque puits. Les cellules sont 
incubées en présence du cristal violet pendant dix minutes puis lavées avec de l’eau par 
immersion. La plaque est mise à sécher à l’air libre avant l’addition de 100 µL de SDS à 1%. La 
plaque est mise à agiter jusqu’à uniformisation de la couleur puis l’absorbance est lue à 595 
nm et les résultats sont exprimés en pourcentage par rapport au contrôle.   
 
Préparation des homogénats cellulaires et tissulaires 
 
Cellules SW872 et 3T3L1. Après traitements, les cellules sont lavées avec du PBS et 500 µL de 
tampon de lyse (Tris 25 mM pH 8,3, KCl 10 mM, EDTA 1 mM, Triton 1%) sans inhibiteur de 
protéase, sont ajoutés par boite. Après 5-10 minutes dans la glace, les cellules sont décollées 
par grattage et soniquées quelques secondes. Elles sont ensuite centrifugées pendant 10 
minutes, à 10 000 g, à 4°C. Pour la réalisation des Western Blot, le même tampon de lyse 
avec inhibiteur de protéase à 0,5 X final, est utilisé. Pour le Dot Blot carbonyl et l’ELISA 
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Carbonyl des cellules SW872, un tampon utilisant du DMSO pur plus 0,5% de TFA (acide 
trifluoroacétique), a été utilisé.   
Cellules H9C2. Après traitements, les cellules sont lavées avec du PBS et 500 µL de tampon 
de lyse (Tampon RIPA, Aprotinin 1 µg/ml, Leupeptin 1 µg/ml, PMSF 1 mM, Na3VO4 1 mM, 
NaF 1 mM, Pepstatin 1 µg/ml, PUGNAc 1 mM) sont ajoutés par boite de culture. Après 5-10 
minutes dans la glace, les cellules sont décollées par grattage et soniquées quelques 
secondes. Elles sont ensuite centrifugées pendant 10 minutes, à 10 000 g, à 4°C. 
Tissus. Les tissus adipeux et cardiaques sont broyés à l’aide d’un appareil d’homogénéisation 
(tissuelyser, Qiagen), réglé à 25 Hz d’amplitude, pendant 1 à 2 minutes, et ce dans le même 
tampon de lyse que celui utilisé pour les cellules SW872 et 3T3L1. Les échantillons sont 
ensuite centrifugés pendant 10 minutes, à 10 000 g, à 4°C et le surnageant est récupéré et 
stocké à -20°C jusqu’à utilisation. 
 
Le dosage de la concentration des protéines dans les échantillons est réalisé grâce au test de 
Bradford (215). Le principe du test repose sur le changement d'absorbance du bleu de 
Coomassie après liaison avec les acides aminés basiques (arginine, histidine, lysine) et les 
résidus hydrophobes des acides aminés présents dans la ou les protéines. L’absorbance à 
595 nm est ainsi proportionnelle à la concentration protéique de l’échantillon et est 
comparée à une gamme standard de concentration protéique connue.  
 
Mesure de la production de ROS 
 
DCFH-DA. Le stress oxydatif intracellulaire des  cellules SW872 et 3T3L1, après traitement, a 
été évalué grâce au test utilisant le composé diacétate dichlorofluoresceine (DCFH-DA). Le 
principe du dosage repose sur la pénétration dans les cellules du DCFH-DA, puis sa 
conversion en DCFH, réaction catalysée par une enzyme intracellulaire (estérase). Les ROS 
intracellulaires peuvent alors oxyder le DCFH (non fluorescent) et le convertir en DCF, qui 
émet une fluorescence à 520 nm après excitation à 485 nm.  
En ce qui concerne les cellules SW872, après traitement, les cellules sont lavées avec du PBS 
et incubées avec du DCFH-DA (10 µM) pendant 30-45 minutes à 37°C, à l’obscurité. Après 
lavage, la fluorescence est lue grâce au Fluostar Optima microplate reader (BMG LABTECH) 
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aux longueurs d’onde d’excitation 485 nm et d’émission 520 nm. Les résultats sont exprimés 
en pourcentage par rapport au contrôle.  
Concernant les cellules 3T3L1, ces dernières sont placées pendant 24 heures dans du DMEM 
5mM de glucose. Après lavage, les cellules sont alors mises en présence de la sonde DCFH-
DA (10 µM). Ensuite, les cellules sont traitées pendant une heure en présence de BSA-MGO 
ou de glucose 33 mM. Puis la fluorescence est mesurée comme précédemment décrit.  
 
Détection de l’anion superoxyde. Le « MitoSOXTM Red mitochondrial superoxide indicator » 
est une sonde fluorescente qui permet la détection de l’anion superoxyde d’origine 
mitochondriale. Le réactif MitoSOXTM Red pénètre dans les cellules et se concentre 
préférentiellement dans les mitochondries. Après oxydation par l’anion superoxyde 
mitochondriale, il émet une fluorescence rouge à 580 nm après excitation à 510 nm. 
Pour les expérimentations utilisant la cytométrie de flux, après traitements et lavAGE, les 
cellules sont décollées avec de la trypsine-EDTA, à 37°C (Invitrogen). L’action de la trypsine 
est stoppée par ajout de DMEM-10% SVF et la suspension de cellules est collectée dans des 
tubes Falcon de 15 ml. Après centrifugation (1500 g, 3 minutes), les cellules sont lavées avec 
du PBS, puis incubées pendant 10 minutes à 37°C avec la sonde MitoSOX (5 µM). Après 
lavage, le culot cellulaire est resuspendu dans du PBS avant l’analyse par cytométrie de flux 
(BD FACSAriaTM, Becton Dickinson). Un contrôle positif avec des cellules traitées en présence 
de 100 µM d’H2O2 a été préparé.  L’intensité de la fluorescence a été déterminée sur un 
nombre minimum de 10 000 évènements cellulaires. Les résultats sont exprimés en 
pourcentage par rapport au contrôle. 
 
Immunohistochimie et Immunofluorescence 
 
Détermination de l’expression de RAGE au niveau du tissu adipeux épididymal (TAE). 
L’expression de RAGE a été déterminée sur des sections de 7 µm de tissus adipeux de souris 
db/+ et db/db (n=3) inclus en paraffine. L’expression de RAGE a été analysée en utilisant le 
kit Dako EnVisionTM+ Dual Link System-HRP (K4065, DAKO, Danemark). Les sections de TAE 
ont été déparaffinées, réhydratées et une étape de démasquage a été réalisée dans un 
tampon citrate de sodium (0,01M ; pH 6) pendant deux minutes au micro-onde. Les sections 
sont incubées avec l’anticorps primaire anti-RAGE (1/50, Abiotec, Ref # 251890) dans du 
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PBS-Tween + 5% de BSA, toute la nuit, à température ambiante. Après lavage, les sections 
sont incubées en présence de l’anticorps secondaire marqué à l’HRP (« horseradish 
peroxydase ») pendant 30 minutes, à température ambiante. Les coupes sont ensuite mises 
en présence du substrat chromogène 3,3’-diaminobenzidine tétrahydrochloride (DAB) 
pendant 10 minutes. La coloration est stoppée avec de l’eau et les noyaux sont ensuite 
marqués avec du DAPI. Les lames sont ensuite recouvertes avec du milieu de montage 
Vectashield (Vector Laboratories, Burlingame, CA).  
 
Détermination de la formation d’espèces réactives de l’oxygène par l’utilisation du 
dihydroéthidium (DHE). Le réactif DHE possède la propriété de pénétrer dans les cellules. 
Après oxydation dans le cytosol par l’anion superoxyde, le DHE effectue une translocation 
dans le noyau des cellules où il s’intercale à l’ADN et émet une fluorescence rouge. Des 
sections de tissus adipeux de 20 µm d’épaisseur ont été réalisées à l’aide d’un cryotome. Les 
coupes sont fixées pendant une heure, à température ambiante, en chambre humide. Les 
sections sont ensuite incubées avec du DHE (1/10000, Sigma Aldrich, Ref : D7008), pendant 
30 minutes, à 37°C, à l’obscurité. Après lavage avec du PBS-Triton, les noyaux sont ensuite 
marqués avec du DAPI. Les lames sont ensuite recouvertes avec du milieu de montage 
Vectashield. 
 
Détermination de l’expression du 4-HNE par Immunofluorescence.  L’expression de 4-HNE a 
été déterminée au niveau de section de tissus adipeux de souris db/+ et db/db (n=3) inclus 
en paraffine (7µm). Les sections de TAE ont été déparaffinées, réhydratées et une étape de 
démasquage a été réalisée dans un tampon citrate de sodium (0,01M ; pH6) pendant 30 
minutes, à 80°C. Les sections sont incubées avec l’anticorps primaire anti-4HNE (1/200, 
Abcam, Rèf : ab46545) dans du PBS-Tween + 0,5% de BSA, toute la nuit, à température 
ambiante. Après lavage, les coupes sont incubées avec l’anticorps secondaire couplé avec 
l’HRP (1/200) pendant 2 heures, à l’obscurité. Après lavage, les coupes sont ensuite colorées 
avec du DAPI. Les lames sont ensuite recouvertes avec du milieu de montage Vectashield. 
 
Mesure des activités antioxydantes 
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Superoxyde dismutase (SOD). La SOD catalyse la conversion de l’anion superoxyde en 
peroxyde d’hydrogène. L’activité de la SOD a été déterminée par la mesure du taux de 
réduction du cytochrome c, par les radicaux superoxydes et générés par le système xanthine 
/ xanthine oxydase. De sorte que plus l’activité SOD de nos échantillons sera importante, 
moins la quantité de cytochrome c réduit sera détectée par spectrophotométrie. Les 
mesures ont été réalisées dans un tampon réactionnel (xanthine oxydase,  xanthine (0,5 
mM), cytochrome c (0,2 mM), KH2PO4 (50 mM), EDTA (2 mM) pH 7,8), à 25 ° C. L’activité de 
la Mn-SOD a été déterminée dans le même tampon après incubation des échantillons avec 
du NaCN (1 mM) qui inhibe les activités Cu/Zn-SOD. Les activités ont été mesurées par 
spectrophotométrie à 560 nm, pendant 1 minute, et calculées en utilisant une courbe 
d'étalonnage standard de SOD. Les résultats sont exprimés en unités catalytique par mg de 
protéines. 
 
Glutathion peroxydase (GPx). La GPx de par son activité enzymatique permet d’éliminer les 
hydroperoxydes, en particulier l’H2O2. L’activité de la GPx a été déterminée en utilisant de 
l’hydroperoxyde de cumène comme substrat. Le taux de glutathion oxydé par 
l’hydroperoxyde de cumène (4 mM) a été évalué par la mesure de la diminution du taux de 
NADPH (0,12 mM dans du tampon Tris 50 mM) à 340 nm en présence d’un mélange 
réactionnelle contenant : du tampon Tris 50 mM, du NaCN 0,65 mM, d’EDTA, de glutathion 
réduit 4,8 mM, et de la glutathionne réductase 1 U/ml. L’absorbance à 340 nm est mesurée 
toutes les 5 secondes pendant une minute. Les valeurs des pentes des droites obtenues sont 
rapportées en unité catalytique arbitraire par µg de protéines.  
 
Catalase. Cette enzyme catalyse la transformation de l’H2O2 en eau et oxygène. L’activité de 
la catalase est déterminée par la mesure spectrophotométrique de la diminution du H2O2 à 
240 nm. Un minimum de 20 µg de protéines a été utilisé pour la mesure de l’activité de la 
catalase, dans un tampon phosphate 500 mM et contenant 35 mM d’H2O2. L’activité de la 
catalase a été déterminée en utilisant une courbe étalon de l’enzyme (C1345, Sigma Aldrich) 
allant de 12,5 à 125 U/ml. Les résultats sont exprimés en unité catalytique par µg de 
protéines.  
 
Mesure des activités du protéasome 
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Les activités chymotrypsine-like, trypsine-like et caspase-like du protéasome sont mesurées 
à l’aide de peptides fluorescents : Suc-Leu-Leu-Val-Tyr-7-amido-4-methylcoumarin (LLVY-
MCA à 12,5 µM final), N-t-Boc-Leu-Ser-Thr-Arg-7-amido-4-methylcoumarin (LSTR-MCA à 
12,5µM final) et N-Cbz-Leu-Leu-Glu-bnaphthylamide (LLE-NA à 12,5 µM final) préparé dans 
du tampon tris 25 mM pH7,4. La réaction a été réalisée dans des plaques noires à fond 
transparent en présence de 20 µL de lysat protéique, 25 mM de tampon tris à pH 7,4 et de 
substrat correspondant. La fluorescence est mesurée pendant 30 minutes à 37°C aux 
longueurs d’onde d’excitation 355nm et émission 440 nm.  Le « background » de 
fluorescence a été obtenu en mesurant l’activité en présence d’inhibiteur du protéasome, le 
MG132 (10 µM final). Les valeurs d’activités obtenues en présence d’inhibiteur ont été 
soustraites aux valeurs d’activités sans inhibiteur. Les résultats sont exprimés en 
activité/minutes/µg de protéines.  
 
Mesure de l’activité NADPH oxydase 
 
L’activité de la NADPH oxydase a été mesurée à partir du protocole modifié d’Abid et al. 
2007 (216). La NADPH oxydase catalyse la réaction d’oxydation du NADPH par le dioxygène, 
ce qui produit du NADP+, du H+ et de l'O2.-. Le principe du dosage repose sur la propriété de 
la lucigénine à émettre des photons, lors de l’acceptation d’électrons générés par l’activité 
de la NADPH oxydase. La luminescence émise pourra alors être mesurée grâce à un 
luminomètre (Glomax-96 luminometer). Un volume de tampon contenant : 250 mM d’HEPES 
pH 7,4, 120mM de NaCl, 5,9 mM de KCl, 1,2 mM de MgSO4(7H2O), 1,75 mM de CaCl2(2H2O), 
11 mM de glucose, 0,5 mM d’EDTA, 100 µM de NADH et 5 µM de lucigénine, est ajouté à un 
volume d’échantillons. L’émission de lumière est mesurée sur une période de 20 minutes 
grâce au luminomètre. Les résultats sont exprimés en unité catalytique arbitraire/µg de 
protéines et exprimés en pourcentage (%) par rapport au contrôle. 
 
Western Blot et Dot Bot 
 
Western Blot. Les protéines (20 µg) ont été séparées sur un gel d’électrophorèse à 10-15% 
d’acrylamide puis transférées sur une membrane PVDF. La membrane est lavée deux fois 
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dans du TBS-Tween avant la saturation des sites non spécifiques par incubation pendant une 
heure, à température ambiante, dans du TBS-Tween Lait 5%. Les membranes sont ensuite 
incubées avec l’anticorps primaire préparé dans du TBS-Tween lait 2,5%, à 4°C, toute la nuit. 
Les différents anticorps primaires utilisés sont : LMP2 (sc-28809), β-tubuline (sc-58883), O-
GlcNac (sc59624), PkCβ2 (ab32026), IkBa (SAB4501994), TNFα (SAB4502982), SOD1 (Cell 
Signaling), SOD2 (ab16956), Bcl2 (Cell Signaling) et β-actin (ab 8227). Après lavage avec du 
TBS-Tween, les membranes sont mises à incuber avec l’anticorps secondaire, dirigé contre 
l’espèce de l’anticorps primaire utilisé et couplé à l’HRP pendant une heure à température 
ambiante. Le signal est détecté grâce au réactif ECL. 
 
Dot Blot. La mesure de l’expression du 4-HNE par dot blot a été réalisée à partir d’un 
protocole adapté de Masaki Tanito et al. (62) Les échantillons sont préparés à une 
concentration de 0,1 µg/µl. Le transfert des échantillons sur la membrane de nitrocellulose 
utilise un système de « blotting ». Le papier Wattman et les membranes de nitrocellulose 
sont humidifiés dans l’eau avant d’être placés dans le système de blotting. Une première 
aspiration est effectuée, avant de déposer les échantillons, pour évacuer l’excédent d’eau. 
150 µl d’échantillons par puits sont déposés sur le système et l’aspiration est activée afin de 
transférer les échantillons sur la membrane de nitrocellulose. Après lavage des puits avec du 
PBS, les membranes sont séchées à l’air libre sur du papier Wattman. Les sites non 
spécifiques sont saturés, par l’incubation des membranes dans du PBS-Tween 0,05% Lait 5%, 
pendant une heure à température ambiante. Ensuite, elles sont incubées avec l’anticorps 
primaire anti-4HNE (Abcam, Rèf : ab46545, 1/2000) toute la nuit à 4°C. Les membranes sont 
ensuite lavées avec du PBS-Tween (3 fois), puis incubées avec l’anticorps secondaire couplé 
à l’HRP (1/4000), pendant une heure à température ambiante. La révélation a été réalisée en 
utilisant de l’ECL. La quantification du signal a été effectuée en utilisant le logiciel ImageJ.  
 
Dot Blot Carbonyle. Le Dot Blot carbonyle a été adapté d’un protocole de Rodney Levine 
(52). Après lyse des cellules avec du DMSO, une solution de dérivatisation (20 mM de DNPH, 
0,5% TFA, 92% DMSO) a été ajoutée afin d’obtenir une concentration protéique de 300 
ng/µl. 1 µl d’échantillon a ensuite été déposé sur une membrane de PVDF sèche pour une 
coloration des protéines au rouge ponceau. Les échantillons sont ensuite dilués à 60 ng/µl 
avec la solution de dérivatisation et déposés sur une seconde membrane PVDF, pour la 
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détection des protéines carbonylées. Après dépôt des échantillons, la membrane est séchée 
à l’air libre pendant 15 minutes, puis lavée deux fois à l’acide acétique pour éliminer 
l’excédent de DNPH. Après le second lavage, la membrane est humidifiée avec 5 ml d’acide 
acétique et de l’eau est ajouté progressivement jusqu’à recouvrement de la membrane puis 
remplacé par de l’eau uniquement. La membrane est ensuite bloquée dans un tampon PBS 
Tween 0,05% BSA 1% toute la nuit, à 4°C. Le lendemain, la membrane est incubée pendant 2 
heures avec l’anticorps primaire anti-DNP (1 :2000). La membrane est ensuite lavée trois fois 
avec du PBS Tween 0,05% puis incubée pendant 2 heures avec l’anticorps secondaire couplé 
à l’HRP (1 :4000). La révélation a été réalisée en utilisant de l’ECL et la quantification du 
signal a été réalisée en utilisant le logiciel ImageJ.  
 
Test ELISA  
 
IL6 et TNFα. La détection de la sécrétion de l’IL6 et du TNFα a été réalisée au niveau du 
broyat de tissus adipeux et au niveau des surnageants de culture des 3T3L1. Les tests ELISA 
IL6 et TNFα sont réalisés à l’aide du kit eBioscience (Réf 88-7064 pour IL6 et Réf 88-7324 
pour TNFα). Les échantillons sont déposés (2 heures à température ambiante) dans des puits 
de plaques de microtitration tapissés au préalable avec des anticorps spécifiques (4°C, toute 
la nuit) et dont les sites non spécifiques sont saturés. La plaque est lavée avec du PBS-Tween 
0,05%, trois fois. La plaque est ensuite incubée en présence de l’anticorps de détection 
pendant 1 heure à température ambiante, suivie par trois lavages ainsi qu’une incubation de 
30 minutes en présence du complexe Avidin-HRP. La révélation se fait par ajout de TMB 
(3,3’,5,5’-tétraméthylbenzidine) et la coloration est stoppée par ajout de HCl 2N. 
L’absorbance est lue à 450 nm et la concentration est calculée à l’aide d’une courbe étalon 
allant de 2 à 500 pg/ml pour l’IL6 et allant de 4 à 1000 pg/ml pour TNFα. Les résultats sont 
exprimés en pg/ml/µg de protéines. 
Carbonyles. Les échantillons préparés à une concentration protéique de 10 µg/ml sont 
déposés sur la plaque (100 µl/puits). La plaque a ensuite été mise à 4°C, toute la nuit. Le 
lendemain, la plaque est lavée avec du PBS est mis en présence de DNPH pour réaliser 
l’étape de la dérivatisation. La solution de DNPH stock est préparée dans de la guanidine-HCl 
6M à une concentration de 1 mg/ml. La solution est ensuite diluée dans la guanidine-HCl à la 
concentration de 0,04 mg/ml. 100 µl de DNPH est ajouté par puits et la plaque est mise à 
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incuber 30 à 45 minutes à 37°C, dans l’obscurité. Pour éliminer l’excès de DNPH, la plaque 
est lavée 5 fois sous agitation avec un mélange PBS/Ethanol (1 :1, v/v) suivi par deux lavAGE 
avec du PBS puis les sites non spécifiques sont saturé pendant 2 heures à température 
ambiante sous agitation. Après lavage, l’anticorps primaire anti-DNP dilué au 1/6000 est 
ajouté, et la plaque est incubée à température ambiante pendant une heure. Après lavage, 
et l’anticorps secondaire couplé à l’HRP (1/100 000) est ajouté (100 µl/puits). Après une 
heure, la révélation est réalisée par ajout de TMB. La réaction est très rapide (1 à 2 minutes), 
et est stoppée par ajout de HCL 2N. L’absorbance est lue à 450 nm et les résultats sont 
exprimés en pourcentage (%) par rapport au contrôle.  
 
Dosage des TBARS 
 
Le dosage des TBARS permet de mesurer la présence de MDA (malondialdehyde), en 
présence de TBA (acide thiobarbiturique). Brièvement, 200 µl d’échantillon sont mis en 
présence de 10 µl de BHT (butylated hydroxytoluène), 200 µl de réactif Quintanilla (375 mg 
de TBA, 20 g de TCA pour un volume final de 100 ml) et de 0,4 µl de FeCl3 (10 µM final). Le 
mélange est chauffé pendant 15 minutes à 100°C, puis centrifugé à 5000g pendant 10 
minutes. 200 µl du surnageant est ensuite prélevé et l’absorbance est lue à 535 nm. La 
concentration en MDA est déterminée à l’aide d’une courbe étalon de MDA de 0 à 20 µM. 
Les résultats sont exprimés en µM de MDA/µg de protéines.  
 
Analyse de l’expression des récepteurs RAGE et CD36 par cytométrie de flux 
 
Les cellules sont mises en culture dans des plaques 6 puits et traitées comme décrit dans la 
partie culture et traitement des cellules SW872. Après traitement, les cellules sont lavées 
avec du PBS, puis grattées, délicatement, dans du PBS BSA 1% froid. Après centrifugation 
(2000 g pendant 3 minutes), le culot est repris avec 50 µl de PBS BSA 1%. 50 µl d’anticorps 
primaire dilué au 1/25 sont rajoutés à la suspension cellulaire (anti-CD36 couplé FITC 
(HM2122F) et anti-RAGE (R5278, Sigma)). Un control négatif en absence d’anticorps primaire 
est réalisé. Après une heure d’incubation à température ambiante, les cellules sont 
centrifugées et lavées avec du PBS/BSA. Les cellules sont ensuite incubées en présence ou en 
absence d’anticorps secondaire couplé avec la PE, pendant 30 minutes. L’intensité de la 
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fluorescence de la FITC et de la PE (phycoerythrin) est analysée par le cytomètre de flux 
FACScan (Becton-Dickinson), à une longueur d’onde excitation/émission de 488/525 pour la 
FITC et 488/575 pour PE. Les résultats sont exprimés en nombre de cellules exprimant CD36 
ou RAGE et exprimés en pourcentage par rapport au contrôle.  
 
Real time qPCR 
 
Les ARN totaux des tissus et cellules sont extraits par une technique utilisant le réactif Trizol 
(Invitrogen) et adapté de Chomczynski et Sacchi (217). Après lyse des échantillons dans le 
réactif et addition de chloroforme, les ARN totaux retrouvés dans la phase aqueuse, sont 
précipités par ajout d’isopropanol. Après lavage avec l’éthanol 75%, les ARN sont 
resuspendus dans de l’eau DEPC (Diethylpyrocarbonate). La concentration des ARNm a été 
déterminée par la mesure de l’absorbance à 260 nm. 4 µg d’ARN ont été rétro-transcrits en 
ADNc grâce à l’utilisation d’amorces aléatoires, d’un mélange de désoxynucléotides et de 
l’enzyme de transcription inverse « Moloney Murine Leukemia Virus » (MMLV, Invitrogen). 
Les échantillons sont placés à 37°C pendant 55 minutes, puis à 70°C pour inactiver l’enzyme. 
L’ADNc généré, a ensuite été amplifié par PCR dans un tampon réactionel contenant des 
amorces spécifiques à 10 µM (voir annexe 2). La quantification des amplicons générés 
repose sur la présence de l’agent intercalent fluorescent « SYBR green (Eurogentec)» dans le 
tampon réactionel. 40 cycles de PCR, de 15s à 95°C puis 1 min à 60°C, ont été effectués grâce 
à l’ABI PRISM 7000 thermal cycler (Applied Biosystems). Les résultats de mesure de 
fluorescence ont été analysés grâce au logiciel ABI PRISM 7000 SDS. Le taux d’induction 
d’ARN spécifique a été déterminé en utilisant la GAPDH comme référence.  
 
Statistiques  
 
Les statistiques ont été réalisées sur un minimum de trois expériences indépendantes et à 
l’aide d’un test one-way ANOVA ou d’un test de Student grâce au logiciel PRISM. Les valeurs 
sont considérées comme significatives si la p-value est au moins inférieur à 0,05. 
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V. Résultats  
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Etude 1 : Impact du stress oxydant induit par une 
hyperglycémie chronique ou intermittente sur un modèle de  
cellules adipocytaires, les SW872.   
Introduction 
 
Le diabète et les pathologies qui lui sont associées sont des problèmes majeurs de santés 
publiques dans le monde. Le diabète est caractérisé par une hyperglycémie chronique 
supérieure à 1,26 g/L à jeun.  L’hyperglycémie est un facteur clé dans le développement de 
l’insulino-résistance et est associé avec un stress oxydant impliqué dans les modifications 
oxydatives des protéines.  Non seulement les dommages aigus et répétitifs mais aussi les 
dommages sur le long terme induit par l’hyperglycémie, peuvent contribuer à la 
dérégulation du métabolisme cellulaire (218).   
 
Les adipocytes ont une fonction importante dans l’organisme de par leur rôle dans le 
strockage des lipides mais aussi de par leur fonction endocrine. En effet, les adipocytes 
sécrètent des molécules appelées adipokines impliquées dans divers processus biologiques 
tels que l’immunité ou la sensibilité à l’insuline (219–221). Une dérégulation de ces fonctions 
jouent donc un rôle important dans le développement de maladies métaboliques tel que le 
diabète de type 2.  
 
Les dommages de type oxydatif, entrainant par exemple la formation de protéines oxydées, 
au niveau des adipocytes pourraient jouer un rôle crucial dans le dysfonctionnement des 
adipocytes et donc dans le développement de maladies métaboliques. De plus, un 
dysfonctionnement des activités du protéasome joueraient un rôle dans l’augmentation des 
dommAGE cellulaires (222).  
 
Dans cette première étude nous avons utilisé des cellules SW872 qui constituent une lignée 
cellulaire d’adipocytes humain comme modèle afin de déterminer si l’hyperglycémie 
chronique ou l’hyperglycémie intermittente pouvaient avoir un effet délétère sur la lignée 
cellulaire des adipocytes SW872. Pour cela, la présence de protéines carbonylées a été 
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determinée par des techniques de dot blot dirigé contre les groupements carbonyles et 
confortés par des tests ELISA. De plus, l’expression mais aussi les activités du protéasome 
ont été analysés. Enfin, nous avons essayé de mettre en évidence la présence de récepteur 
RAGE et CD36 au niveau des cellules SW872 qui sont des récepteurs pouvant lier HMGB1, 
une cytokine pro-inflammatoire. 
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Discussion 
 
Dans ces travaux, nous avons mis en évidence que l'hyperglycémie entrainait une 
accumulation de protéines carbonylées, un dysfonctionnement des activités du protéasome, 
mais aussi une augmentation de l’expression des récepteurs RAGE et CD36. Les récepteurs 
RAGE et CD36 peuvent fixer différents ligands et entrainer une augmentation de la réponse 
inflammatoire. L’hyperglycémie induit une augmentation de HMGB1 qui est un médiateur 
pro-inflammatoire pouvant se lier au récepteur RAGE et stimulant la sécrétion d’IL6.   
Bien que les temps de traitement d’hyperglycémie utilisés dans notre étude soit de courte 
durée, ceux-ci ont donnés lieu à des dommages de type oxydatif au niveau des cellules 
SW872. Cependant, un travail complémentaire et concernant l’interaction des récepteurs 
RAGE et CD36 avec HMGB1 serait nécessaire.  
 
Un travail au niveau du tissu adipeux de rats diabétiques a été mené parallèlement à celui 
sur les cellules SW872. Des rats sont rendus diabétiques grâce à une injection de 
streptozotocine, ce qui a pour effet de détruire les cellules β-pancréatiques. Le tissu adipeux 
blanc, périviscéral et péricardiaque ont ensuite été prélevés et analysés. Cette étude au 
niveau des rats traités à la streptozotocine a finalement été abandonnée pour différentes 
raisons : d’une part les rats étaient assez âgés et d’autre part l’hyperglycémie provoquée par 
les injections de streptozotocine, bien que significative, était assez faible comparée aux rats 
contrôles (Figure 17).  
De plus, les rats traités à la streptozotocine représentaient un modèle de diabète de type 1. 
Par la suite, j’ai choisi de travailler sur le modèle de diabète de type 2 constitué par les souris 
db/db. 
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Figure 17. Mesure de la glycémie chez les rats traités à la streptozotocine. * p < 0.05 
unpairred t-test (N=4).  
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Etude 2 : Altération des activités du protéasome au niveau du 
foie de souris db/db 
Introduction 
 
Le diabète peut entrainer l’apparition de pathologies graves telles que les néphropathies, les 
rétinopathies et les maladies du foie. Le foie est un organe important jouant un rôle dans le 
métabolisme du glucose. Le stress oxydant, induit par l’hyperglycémie mais aussi par la 
présence de produits avancés de glycation (AGE), peut affecter le métabolisme hépatique 
contribuant ainsi au développement de pathologies associées au diabète (116,223). 
 
Les souris db/db représente le modèle d’étude du diabète de type 2 le plus utilisé par les 
laboratoires de recherche. Au cours de cette étude, une caractérisation des paramètres 
sanguins des souris db/db a pu être effectuée. Ainsi, la mesure de la glycémie, du taux de 
HDL et de LDL mais aussi d’AGE a pu être réalisée.  
 
Ce travail sur les foies de souris db/db m’a notamment permis d’étudier l’impact du diabète 
de type 2 sur les activités du protéasome au niveau hépathique. Le protéasome est connu 
comme étant l’un des principaux systèmes permettant l’élimination des protéines oxydées, 
mal repliées ou non fonctionnelles (224,225). C’est pourquoi, un dysfonctionnement au 
niveau des activités du protéasome peut contribuer à l’apparition de maladie métabolique 
comme le diabète de type 2. La mesure des activités du protéasome a été effectuée à l’aide 
de substrat fluorescent au niveau d’homogénats tissulaire hépatique de souris db/+ et 
db/db.  
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Abstract  
 
Aims: Increased oxidative stress and advanced glycation end-product (AGE) formation are 
major contributors to the development of type 2 diabetes.  Here plasma proteins e.g. 
albumin can undergo glycoxidation and play a key role in diabetes onset and related 
pathologies.  However, despite recent progress linking albumin-AGE to increased oxidative 
stress and downstream effects, its action in metabolic organs such as the liver remains to be 
elucidated.  The current study therefore investigated links between oxidative perturbations 
and biochemical/structural modifications of plasma albumin, and subsequent downstream 
effects in transgenic db/db mouse livers and HepG2 cells, respectively. Results: Our data 
reveal increased oxidative stress biomarkers and lipid accumulation in plasma and livers of 
diabetic mice, together with albumin glycoxidation. Purified mouse albumin modifications 
resembled those typically found in diabetic patients, i.e. degree of glycation, carbonylation 
and AGE levels. Receptor for AGE expression and reactive oxygen species production were 
upregulated in db/db mouse livers, together with impaired proteolytic, antioxidant and 
mitochondrial respiratory activities.  In parallel, acute exposure of HepG2 cells to glycated 
albumin also elicited intracellular free radical formation. Innovation: Although there is 
evidence that AGE can trigger downstream effects in different cell types, it remains unclear 
what occurs in liver cells. The current now demonstrates that AGE-modified albumin exerts 
detrimental effects on liver cells by increasing oxidative stress, and attenuating antioxidant, 
proteolytic and respiratory chain enzyme activities. Conclusion: These data provide novel 
insights into mechanisms whereby albumin-AGE may be involved in hyperglycemia-induced 
oxidative damage in hepatocytes and its potential links to diabetes progression.   
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Discussion 
 
La mesure de certains paramètres a été effectuée toutes les semaines. Les souris db/db  
commencent à développer un surpoids au bout de 5 à 6 semaines et une hyperglycémie au 
bout de 6 semaines seulement. Au bout de 12 semaines d’autres paramètres métaboliques 
et cliniques ont été évalués.  Ainsi, chez les souris db/db, on observe un taux de protéines 
oxydées et/ou glyquées plus important que chez les souris db/+. Le sérum est composé de 
70 à 80 % d’albumine. L’albumine circulante est, par conséquent, une cible privilégiée des 
phénomènes de glycation et d’oxydation.  
Enfin, un taux de HDL plus important a été retrouvé chez les souris db/db comparé au souris 
db/+ (Tableau 2).  
Ces résultats sont en accord avec ce qui a déjà été déterminé concernant ce modèle de 
souris diabétiques de type 2.  
 
Tableau 2. Paramètres cliniques et métaboliques des souris db/+ et db/db à 12 semaines. 
Poids, TAE, glycémie, HDL, LDL, Fructosamine (N=10). Thiols, Carbonyles, AGE (N=5-6). 
***P<0.001, **P<0.01 et *P<0.05 
 
 db/+ db/db 
Poids (g) 29.62 ± 1.25 46.72 ± 3.26*** 
TAE (g) 0.555 ± 0.09 2.430 ± 0.21*** 
Glycémie (mg/dl) 56.57 ± 13.97 315.14 ± 66.59*** 
Fructosamine (mmol/L) 311.25 ± 69.55 534.62 ± 100.37*** 
HDL (mmol/L) 1.70 ± 0.29 2.19 ± 0.41** 
LDL (mmol/L) 0.19 ± 0.08 0.26 ± 0.07 
Thiols (nmol/g de protéines) 1.06 ± 0.32 0.98 ± 0.14 
Carbonyls (nmol/g de protéines) 0.75 ± 0.18 0.99 ± 0.09* 
AGE (UA/µg de protéines) 217.80 ± 39.75 310.34 ± 28.72** 
 
Les activités du protéasome, au niveau du foie de souris db/db, sont nettement diminuées 
comparée aux activités des souris db/+ (Figure 18).  
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Figure 18. Mesure des activités du protéasome du foie de souris db/+ vs db/db. LLVY : 
activité de type chymotrypsine, LSTR : activité de type trypsine, LLE : activité de type caspase. 
***P<0.001, **P<0.01 un-pairred t-test (N=6). 
 
Le proteasome est le système protéolytique principal responsable de la dégradation des 
protéines oxydées. Un dysfonctionnement des activités du protéasome peut avoir pour 
conséquence une accumulation de protéines oxydées ou mal repliées.  
 
 
Figure 19. Mesure du taux de carbonyl par ELISA du foie de souris db/db. * P < 0.05 Un-
pairred t-test (N=6) 
 
Ici, au niveau du foie de souris db/db, on observe une augmentation du taux de protéines 
carbonylées comparée aux souris db/+ (Figure 19). L’accumulation de protéines oxydées 
peut être toxique pour les cellules et peut contribuer au dysfonctionnement cellulaire ainsi 
qu’au développement de maladies métaboliques.   
 102 
 
 
Ces résultats montrent que le stress oxydant, au niveau du foie, peut affecter de manière 
irréversible les défenses anti-oxydantes. Ce défaut d’action des systèmes antioxydant ou de 
réparation des protéines non fonctionnelles,  peut-être dû à des phénomènes d’oxydation 
ou de glycation.   
 
Dans la suite de mon travail, je me suis focalisée sur les dommages oxydatifs au niveau du 
tissu adipeux provenant de ces mêmes souris db/db. 
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Etude 3 : Stress oxydant et tissus adipeux 
Introduction 
 
Le diabète est devenu un problème majeur de santé dans le monde. Il a été démontré que 
les personnes obèses (IMC > 30 kg/m2) sont plus susceptibles de développer un diabète au 
cours de leur vie. Le stress oxydant et les modifications oxydatives des protéines jouent un 
rôle central dans le développement de maladies métaboliques tel que le diabète associé à 
l’obésité (226–228).  
 
Parmi les modifications de type oxydatif on peut citer la formation des AGE. Les AGE 
peuvent se fixer à différents récepteurs et activer certaines voies métaboliques. La fixation 
des AGE à leurs récepteurs peut notamment contribuer à l’augmentation de l’inflammation 
mais aussi du stress oxydant (229,230).  
 
Il a été mis en évidence que les cellules adipeuses possédaient des récepteurs RAGE ou 
CD36, permettant de fixer les AGE et donc de contribuer au dysfonctionnement des 
adipocytes (151,231). Il existe cependant, à ce jour, très peu d’études concernant l’impact 
des AGE au niveau des cellules adipeuses. Chez les souris db/db, on observe une nette 
augmentation du poids du tissu adipeux épididymal avec une hypertrophie des adipocytes. 
 
Dans un premier temps, un état des lieux, donnant lieu à la publication d’une revue, 
concernant l’impact des AGE sur les adipocytes, a été effectué.  Cette étude a mis en 
évidence que, très peu de recherche concernant l’impact des AGE au niveau du tissu adipeux 
et des cellules adipeuses, ont à ce jour été réalisées.  
 
Par la suite, on étudiera aussi l’impact de l’hyperglycémie et des AGE, plus précisément 
l’albumine glyquée, sur un modèle de cellule adipeuse : les cellules pré-adipocytaire 3T3L1.  
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Abstract 
 
Although enhanced oxidative stress and proteotoxicity constitute major contributors to the 
pathogenesis of multiple diseases, there is limited understanding of its role in adipose tissue. 
Here, we aimed at evaluating oxidative stress biomarkers in adipocytes from diabetic/obese 
db/db mice. The current study revealed that reactive oxygen species production was 
upregulated in adipocytes, together with lipid peroxidation 4-hydroxynonenal accumulation, 
and altered proteolytic and antioxidant activities. In parallel, acute exposure of 3T3L1 
adipocyte cell lines to glycated albumin (known to be enhanced with diabetes) also elicited 
intracellular free radical formation.  Our data provide novel insights into redox and proteolytic 
homeostasis in adipocytes.   
 
  
 
Keywords: oxidative stress, hyperglycemia, diabetes, proteasome, glycated albumin 
 
Abbreviations: AGE, advanced glycation end products; DHE, dihydroethidium; GPX, 
glutathione peroxidase;  4HNE, 4-hydroxynonenal; PBS, saline phosphate buffer; PUFA, 
polyunsaturated fatty acids; ROS, reactive oxygen species; SOD, superoxide disumutase 
 
Highlights  
 
• Oxidative stress biomarkers are measured in adipocytes from diabetic mice. 
 
• Enhanced ROS, altered proteolytic and antioxidant activities in db/db adipocytes. 
 
• Glycated albumin elicited oxidative stress in 3T3L1 adipocyte cell lines. 
 
  
 118 
 
Introduction 
 
 
Oxidative stress is defined as “an imbalance between oxidants and anti-oxidants in 
favor of the oxidants, leading to a disruption of redox signaling and control and/or molecular 
damage” [1]. While reactive oxygen species (ROS) can act as signaling molecules, excessive 
amounts can induce lipid, DNA and protein oxidative damage thereby altering structure and 
function [1].  Under such circumstances antioxidant defences and/or repair processes can fail 
resulting in an imbalance in favor of greater intracellular ROS availability. However, under 
such conditions proteolytic mechanisms including the ubiquitin proteasome system (UPS) are 
activated to remove damaged, oxidized proteins [2]. 
 
Oxidative stress is robustly implicated in disease onset and increasing evidence 
implicates it in the development of insulin resistance [3,4]. Diabetes is a major health problem 
that is usually associated with obesity, together with hyperglycemia and advanced glycation 
endproducts (AGE) formation. The concept of redox imbalance (in fat tissues) as an instigator 
of adipocyte dysfunction with obesity is a  recent phenomenon [5]. For example, oxidative 
stress impaired systemic insulin sensitivity and played a causative role in the development of 
insulin resistance in adipose tissues [4,6]. Here the role of the proteasome remains poorly 
understood and recent evidence established an important function in controlling redox 
homeostasis and in the degradation of oxidized proteins [7]. Moreover, despite increased 
evidences of enhanced AGE formation in the diabetes/obesity context, its involvement in 
adipocyte pathophysiology onset remains poorly understood [8].  As little is known regarding 
alterations in oxidative stress and protein homeostasis in adipose tissues, this study 
investigated redox homeostasis in adipocytes from the leptin receptor-deficient db/db 
transgenic mouse strain. To gain additional mechanistic insights, we also established an in 
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vitro experimental protocol to assess the deleterious effects of hyperglycemia and albumin-
AGE on 3T3L1 cells by monitoring intracellular free radical formation. 
 
Materials and Methods 
 
Animals 
C57BLKs/J+/Leprdb mice (db/+) were obtained from Charles River Laboratories (Wilmington 
MA). Male heterozygous db/+ and homozygous C57BLKs/J/Leprdb /Leprdb (db/db) mice 
(n=10 per group) were housed under constant temperature (21°±2°C), humidity (50% ± 5%) 
and a 12-hour light-dark cycle for a period of 12 weeks. Food and water were available ad 
libitum and all experimental procedures were conducted in compliance with animal protocols 
approved by the Animal Ethics Committee of Cyclotron Réunion Océan Indien (CYROI) 
(Project #01268.01). 
 
Tissue collection and biochemical analyses 
Twelve-week old mice were fasted overnight, weighed, anesthetized and euthanized before 
fasting blood glucose levels measurement using the OneTouch® Ultra Blood Glucose 
Monitoring System (Lifescan). Blood was collected by cardiac puncture into EDTA tubes (BD 
Vacutainer®) and total proteins, cholesterol, albumin, fructosamine and triglycerides levels 
were determined using a clinical Biochemistry automated Cobas C501 analyzer (Roche 
Diagnostics). Epididymal adipose tissues were excised, snap frozen and stored at -80°C prior 
to analysis. Previously collected and stored epididymal adipose tissues were homogenized 
with a TissueLyser II (Qiagen) in a phosphate buffer (KH2PO4 (100 mM), DTT (1 mM), and 
EDTA (2 mM), pH 7.4). After centrifugation (5000 g/min for 10 min), the supernatant was 
used for protein quantification, carbonyl and enzymatic assays. 
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Immunohistochemistry and oxidative stress staining 
For immunohistochemistry, adipose tissues from db/+ and db/db mice were collected and 
fixed in 4% paraformaldehyde in PBS. Paraffin sections (7 µm) were prepared using a 
microtome (Thermo Scientific, Shandon™ Finesse™ ME+) and thereafter deparaffinized and 
rehydrated. Antigen retrieval was performed in sodium citrate buffer (pH 6; 0.01 M) and 
sections were incubated overnight at room temperature with the 4-HNE antibody (1/100; Ref# 
ab46545; Abcam, Cambridge MA) in PBS-Triton containing 1% BSA. The next day sections 
were washed in PBS-Triton and incubated for 1 h 30 with secondary antibody (Alexa Fluor 
goat anti-rabbit 594; 1:200; Invitrogen Molecular Probes, Eugene OR). Sections were finally 
counterstained with DAPI and slides mounted with Vectashield anti-fading medium (H-1000, 
Vector Laboratories, Burlingame CA). 
For ROS imaging, unfixed adipose tissues were sampled and frozen at -80°C before 
being embedded in OCT (Tissue Tek, Sakura, Torrance, CA) and cut at 10 µm thickness using 
a conventional cryotome (Thermo Scientific, Shandon™ Cryotome FE, France). Slides were 
defrosted for 1 hour at room temperature in a humidified chamber and subsequently incubated 
with 2 µM DHE (dissolved in PBS; Sigma-Aldrich, Ref: D7008, France) in a light-protected 
humidified chamber at 37°C for 30 min. Slides were subsequently washed twice in PBS and 
mounted with Vectashield anti-fading medium  (Vector Laboratories, Burlingame CA).  
 
Microscopy 
Prepared slides were viewed with a bright field/epifluorescence microscope Nikon Eclipse 80i 
equipped with a Hamamatsu ORCA-ER digital camera (Hamamatsu Photonics, Japan). For 4 
HNE immunohistochemistry and ROS staining, pictures were acquired using the Nikon 
software with similar exposure times between db/+ and db/db sections. Micrographs were 
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obtained in tiff format and adjusted for light and contrast before being assembled on plates in 
Adobe Photoshop CS4 (extended version 11.0). 
  
Thiol number determination 
Thiol groups were measured according to  Ellman’s assay using 5,5′-dithiobis, 2-nitrobenzoic 
acid (DTNB) [9]. A standard curve was generated for each assay and here we used 10–100 
nmol of L-cysteine (Sigma-Aldrich). Briefly, 100 µL of tissue samples (in 0.1 M Tris–HCl, 
pH 8.0, EDTA 5 mM) were incubated with three volumes of 0.5 mM DTNB and the free thiol 
concentration was calculated from absorbance readings (412 nm) with the help of a standard 
curve. Results are expressed in nmol of free –SH groups per µg protein. 
 
Enzymatic activity determination 
SOD activity was assayed by monitoring the rate of acetylated cytochrome c reduction by 
superoxide radicals generated by the xanthine/xanthine oxidase system. Measurements were 
performed in a reagent buffer (xanthine oxidase, xanthine (0.5mM), cytochrome c (0.2 mM), 
KH2PO4 (50 mM), EDTA (2 mM), pH 7.8) at 25°C. The specific Manganese-SOD (Mn-
SOD) activities were determined in the same condition after incubation of samples with 
NaCN (1 mM) which inhibits Cu/Zn-SOD activities. Assays were monitored by 
spectrophotometry at 560 nm. SOD activities were calculated using a calibration standard 
curve of SOD (up to 6 unit/mg). Total Mn-SOD and resulting Cu/Zn-SOD activities were 
expressed as international catalytic units per mg of proteins. 
Glutathione peroxidase (GPX) activity was determined with cumene hydroperoxide as 
substrate [10]. The rate of glutathione oxidized by cumene hydroperoxide (6.5 mM) was 
evaluated by measuring NADPH (0.12 mM in Tris buffer) absorbance at 340 nm. Here the 
reaction buffer is composed of NaCN (10 mM), reduced glutathione (0.25 mM) and 
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glutathione reductase (1 U/ml) in Tris buffer (50 mM, pH 8). GPX activity was expressed as 
international units per gram of proteins. 
The catalase activity assay was performed on 40 µg of protein lysate in 25 mM Tris–
HCl (pH 7.5). Blanks were measured at 240 nm just before adding 80 µL of H2O2 (10 mM 
final) to start the reaction. Catalase activity was determined by measuring the absorbance at 
240 nm and calculated using a standard calibration curve constructed by increasing catalase 
amounts (between 12.5 and 125 units/ml). Catalase activity was expressed as international 
catalytic units per mg of proteins. 
Proteasome activity measurements, i.e. chymotrypsin-like, trypsin-like, and caspase-
like activities of the proteasome were  assayed using fluorogenic peptides (Sigma-Aldrich, St 
Louis): Suc-Leu-Leu-Val-Tyr-7-amido-4-methylcoumarin (LLVYMCA at 25 mM), N-t-Boc-
Leu-Ser-Thr-Arg-7-amido-4-methylcoumarin(LSTR-MCA at 40 mM) and N-Cbz-Leu-Leu-
Glu-bnaphthylamide (LLE-NA at 150 mM), respectively, as described  previously [11].  
 
3T3 L1 cell line 
3T3L1 cells were cultured in completed DMEM medium (10% FBS, penicillin (100 U/ml), 
streptomycin (100 U/ml) and L-glutamine (2 mM) and grown in a 5% CO2 incubator at 37°C. 
Prior to treatments, 3T3 L1 cells were cultured in DMEM containing 1% FBS in 96-well 
plates (10 000 cells/well) for 24 hours to reach about 75% confluency. At this stage cells  
were treated for 1 hour under simulated normoglycemic conditions (5 mM glucose) in the 
absence (NG) or presence of 80 μM of native albumin (HSAG0), glycated albumin (HSAMGO) 
versus  simulated hyperglycemic conditions (25 mM glucose; HG). 
 
Cell viability and intracellular ROS determination 
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To assess cell viability, we employed the crystal violet DNA staining assay that was adapted 
from Saotome et al. [12]. The medium was removed after treatments, cells were washed 
twice, and then 200 μL of 5 mg/mL crystal violet solution was added to each well and 
incubated for 15 min. The plate was carefully washed (5x) by immersion in a large beaker 
with water. 100 μL of 1 % sodium dodecyl sulphate was then added to each well to solubilize 
the stain and absorbance read at 570 nm. Results were expressed as percentage of untreated 
cells. Intracellular oxidative stress in treated 3T3L1 cells was evaluated by using the 
dichlorofluorescein diacetate (DCFH-DA) probe as described previously [13]. Results were 
expressed as percentage of fluorescence in relation to the control. 
 
Dot-blot analysis 
Each tissue homogenate sample (about 30 µg protein) was spotted onto a dry nitrocellulose 
membrane by using a grid from pipette tip rack as a guide. The membrane was air-dried for 
15 min and was washed twice in acetic acid for 2 min. The membrane was initially blocked 
with PBS/Tween 20 0.1% (v/v)/ milk 5% for 3 hours at room temperature and then 
sequentially probed for another 3 hours with a primary antibody directed against 4 HNE 
(1:1000; Ref# ab46545; Abcam, Cambridge MA).  This was followed by secondary antibody 
incubation for at least 1 hour (1:2000; Peroxidase AffiniPure Goat Anti-Rabbit IgG (H+L); 
Jackson Immunoresearch Laboratories Inc; Ref# 111-035-003). Between each step, 
membranes were washed three times with PBS/Tween 20 0.1% (v/v). Detection was 
performed using the enhanced chemiluminescence reagent (ECL®, GE Healthcare). Signal 
intensities were quantified using the freeware ImageJ (version 1.32j) available from the 
internet website: http://rsb.info.nih.gov/ij/. 
 
Statistical analysis 
 124 
 
Data are expressed as the mean ± standard deviation (SD) from at least three experiments. 
Figures and pictorial representations are representative of at least three independent 
observations. Statistical significance was determined using the Student’s t-test, with a p-
value<0.05 required for significance. 
 
Results  
 
Biochemical characterization of db/db diabetic mice 
 
Mice were sacrificed at 12 weeks of age and body weights together with classic biochemical 
parameters were measured (refer Table 1). The db/db mice displayed an obese phenotype, i.e. 
a 58% difference in body weight compared to db/+ controls (p<0.001). In support, epididymal 
adipose tissue (EAT) weight was substantially higher in the db/db group versus db/+ mice 
(p<0.001). Despite their relatively young age, db/db mice also exhibited significantly 
enhanced fasting glycemia compared to the heterozygote group, thus confirming diabetic 
status. In addition, serum fructosamine, cholesterol and triglyceride levels were increased in 
db/db mice compared to controls.  The db/db mice were also insulin resistant as demonstrated 
by the 5-fold increase in the HOMA index versus db/+ mice (p<0.001).  
 
Enhanced ROS production in adipose tissue of db/db mice 
We also found enhanced cytosolic superoxide production (DHE probe) in EAT isolated from 
db/db mice (Figure 1A). Histological analyses also revealed adipocyte hypertrophy in EAT 
isolated from the db/db mice (data not shown).  Despite lower cell numbers in experimentally 
defined areas, we found significantly more DHE positive cells in EAT isolated from db/db 
versus db/+ mice (Figure 1B). To further support our DHE data we also evaluated thiol 
number as a marker of oxidative damage.  Here there was a significant decrease of 39 % in 
thiol number in db/db EAT compared to matched controls (Figure 2). 
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Increased 4-HNE in adipose tissues of db/db mice 
In agreement with our earlier data, there was a much higher accumulation of the lipid 
peroxidation product 4-HNE in db/db adipose tissues as clearly evidenced by the 
immunohistochemistry staining (Figure 3A). In addition, dot blot analyses revealed that the 4-
HNE concentration was significantly up regulated in db/db adipose tissue versus respective 
controls reinforcing the previous data (Figure 3B and 3C). 
 
Impaired antioxidant activities in adipose tissues isolated from diabetic mice 
Cu/Zn and MnSOD enzyme activities were significantly increased (+38%) in db/db EAT 
versus db/+ controls (Figure 4). Interestingly, such enhanced SOD activity was not associated 
with any adaptive antioxidant enzyme upregulation for catalase or glutathione peroxidase 
activities. In support, no significant variation in SOD, catalase and gluthatione peroxidase 
mRNA levels were found when assessed by real-time PCR (data not shown). 
 
Proteasomal activities are enhanced in adipose tissue from diabetic mice 
Trypsin-like, chymotrypsin-like activities were evaluated in adipose tissue homogenates using 
fluorogenic peptides and here a 3- to 4-fold increase were measured in adipose tissues isolated 
from db/db mice (Figure 5). In our experimental conditions, no caspase-like activity of the 
proteasome was detected in EAT.  
 
Glycated albumin and hyperglycemia induced oxidative stress in murine adipocytes  
Unpublished data from our group previously revealed that fluorescent AGE, carbonyl levels 
and glycoxidation of serum albumin were significantly higher in plasma of db/db mice, 
reflecting a general impairment of redox regulation in this group. To gain further insight into 
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the mechanisms whereby redox homeostasis is impaired in adipose tissues of diabetic mice, 
3T3 L1 mouse cell lines were incubated under simulated normo- and hyperglycemic 
conditions ± native or glycated albumin (Figure 6). Hyperglycemia and glycated albumin 
treatment induced a robust increase in intracellular ROS formation (+50%, p<0.001 vs. NG or 
HSAGO). The latter effects were observed in the absence of any toxic impact of 
hyperglycemic or glycated albumin cellular treatments. 
 
Discussion 
 
An emerging paradigm is that redox imbalances in fat tissue may play a pivotal role in 
the onset of adipocyte dysfunction with obesity [5].  For example, oxidative stress in fat cells 
impaired systemic insulin sensitivity and is an early instigator of insulin resistance onset [4,6]. 
However, despite such progress a number of questions remains concerning diabetes-related 
protein oxidative modifications in adipose tissues.  The present study therefore investigated 
this question and revealed enhanced ROS formation and 4-HNE accumulation together with 
altered antioxidant enzyme capacity and UPS responses. In support, 3T3L1 adipocytes 
exposed to glycated albumin also exhibited an altered redox balance.  These data are 
consistent with our previous findings where glycated albumin exposure induced oxidative 
stress in primary human adipocytes thereby leading to the accumulation of oxidized proteins 
[14,15]. 
 
It is our opinion that antioxidant enzyme activities of SOD, catalase and gluthatione 
peroxidase provide unique insights into the origins of the enhanced adipocyte ROS formation 
with diabetes. These data support the concept that enhanced SOD activity (not counteracted 
by elevated catalase and/or gluthathione peroxidase activities) is an early biomarker of 
increased superoxide production and redox imbalance in adipose tissues of diabetic mice. 
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Indeed, elevated ROS production and oxidative damage were previously observed in the 
cortexes of SOD overexpressing mice[16].  The impact of increased ROS levels on protein 
oxidative modifications is supported by the reduction of thiols in adipose tissues of db/db 
mice. The conversion of SH groups into disulfides constitutes one of the early steps of protein 
oxidation [17]. Thiol reduction can arise from protein succination that occurs due to the 
reaction of fumarate (Krebs cycle intermediate) with protein cysteine residues [18]. Our 
results are indeed in full accordance with recent reports showing enhanced succination of 
thiol groups resulting from mitochondrial stress in adipose tissues of db/db mice [19,20].  In 
our db/db mice model, oxidative damage at the adipose tissue level were also confirmed by 4-
HNE accumulation, an end-product of n-6 PUFAs peroxidation. Protein-HNE adducts were 
previously described as long-lived “footprints” of lipid peroxidation and recently proposed as 
a suitable and metastable biomarker for  in vivo adipose tissue oxidation and dysregulation 
[21].                                            
Although the role of the proteasome in  adipocytes remains largely unexplored, the 
few examples present in the literature  favor  a determinant role in redox homeostasis 
regulation and cellular differentiation,  therefore influencing the development of obesity [22] 
[7,23].  In the present study, trypsin- and chymotrypsin-like activities were significantly 
increased in adipose tissues from diabetic mice. In agreement, we recently found enhanced 
trypsin-like activity and low molecular mass polypeptide 2 (LMP2) subunit expression of the 
proteasome in human adipose cells exposed to hyperglycemic conditions [24]. Such elevated 
proteolytic activity may be considered a defense system triggered by the oxidative stress 
insult.  In support, a model of oxidative stress-dependent regulation of the proteasome was 
recently proposed where increased proteasomal expression is linked to conditions of 
persistent and prolonged exposure to oxidative stress [25]. Thus in our experimental system, 
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the proteasome system may be rapidly overwhelmed by oxidative stress and resulted in 
protein oxidation that accumulates in adipose tissues from diabetic mice. 
Although the precise mechanism(s) whereby redox balanced is impaired in diabetic 
adipose tissues are likely to be multifactorial, our group hypothesized enhanced glycated 
albumin-derived AGE as a potent contributor to adipocyte dysfunction [8]. Of note, an 
inverse association was found between circulating AGE and fat mass in adults [26] and the 
authors explained their intriguing observation by AGE accumulation in fat tissues or altered 
adipocyte AGE metabolism [26]. In addition, unpublished data from our group revealed that 
albumin modifications in the plasma of diabetic mice resembled those typically found in 
diabetic patients, i.e. in terms of the degree of glycation, carbonylation and AGE levels.  In 
the present study, enhanced ROS formation in adipose tissue of diabetic mice was reproduced 
by the incubation of 3T3L1 mouse adipocytes exposed to glycated albumin.  Here our 
findings established that glycated albumin exposure triggered increased ROS production 
together with attenuated adipocyte cell viability.  Thus it is likely that higher AGE levels with 
diabetes may be a key mediator of increased oxidative stress in adipoyctes and damaging 
downstream effects.  In addition, oxidative stress can also fuel AGE generation thus 
establishing a vicious metabolic cycle [27] that can further exacerbate adipocyte dysfunction.  
However, further studies are required to clarify this. In summary, our study reveals novel 
insights into redox imbalance in adipocytes of diabetic/obese mice and highlights the role of 
AGE (especially glycated albumin) as a putative contributor to adipocyte dysfunction.  
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Table 1: Analytical characteristics of diabetic (db/db) and control heterozygous (db/+) 
mice. 
All clinical, metabolic and oxidative parameters were determined at 12 weeks of age. EAT, 
epididymal adipose tissue; HOMA-IR, homeostatic model assessment insulin resistance. 
Values are shown as mean ± SD (n=10). **P<0.01 and ***P<0.001 indicate a significant 
difference versus db/+ group. 
 
 
 
 
 
 
db/+ 
 
  
db/db 
    
n 10  10 
Body weight (g) 29.6 ± 1.2  46.7 ± 3.3*** 
EAT (g) 0.55 ± 0.1  2.43 ± 0.21*** 
Fasting glycemia (mg/dL) 56.6 ± 14.0  315 ± 66*** 
HOMA IR 4.04 ± 2.54  21.9 ± 5.1*** 
Total protein 41.6 ± 2.2  48.3 ± 5.1*** 
Albuminemia (g/L) 
 
29.3 ± 1.9  31.4 ± 1.6*** 
Fructosamine (mmol/L) 
 
311 ± 69  535 ± 100*** 
Cholesterol (mmol/L) 
 
2.04 ± 0.23  2.64 ± 0.51*** 
Triglycerides (mmol/L) 
 
 
1.27 ± 0.27  2.31 ± 0.65*** 
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Figures 
 
 
 
 
 
 
Figure 1: Enhanced ROS production in adipose tissues of db/db mice. 
 
ROS staining (DHE dye) was performed on adipose tissues isolated from heterozygous and 
diabetic mice (n=3) (Fig 1A). Low ROS levels are detected in control mice as shown by the 
arrowhead (A, C and E). However, ROS production is markedly increased in the adipose 
tissue of db/db versus db/+ mice (see arrows in B, D and F).  DHE positive cells were counted 
and expressed in a percentage of total cells (adipose tissue) from heterozygous and diabetic 
mice (Fig 1B).  Data are expressed as mean ± SD and analyzed by the Student’s t-test for 
unpaired samples (n=4 to 5): *P<0.05 versus db/+ group. 
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Figure 2: Reduced thiol content in adipose tissues of db/db mice. 
Thiol levels were assessed in adipose tissues  using Ellman's assay and following previously 
published procedures[13]. Data are expressed as mean ± SD and analyzed by the Student’s t-
test for unpaired samples (n= 5): ***P<0.001 versus db/+ group. 
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Figure 3: 4-hydroxynonenal (4-HNE) is increased in adipose tissues of db/db mice. 
4-HNE-modified proteins were assessed by immunohistochemistry and dot blotting. 
Enhanced 4-HNE labelling is observed in the cytoplasm and membranes of adipose tissues 
from db/db versus db/+ mice (Fig 3A). 4-HNE-modified proteins were assessed by dot-blot 
(Fig 3B) and data summarized by signal quantification (Fig 3C). Data are expressed as mean 
± SD and analyzed by the Student’s t-test for unpaired samples (n= 5-6): *P<0.05 versus db/+ 
group. 
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Figure 4: Impaired antioxidant activities in adipose tissues from diabetic mice. 
Superoxide dismutase (Cu/Zn and Mn), catalase and gluthatione peroxidase enzymatic 
activities are reported in Figures A, B and C, respectively. Data are expressed as mean ± SD 
and analyzed by the Student’s t-est for unpaired samples (n= 5-6): *P<0.05 versus db/+ 
group. 
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Figure 6: Glycated albumin and hyperglycemia induce oxidative stress in murine 
adipocytes.  
Intracellular ROS production and viability of 3T3 L1 cell line were determined by DCF 
fluorescence (Fig 6A) and crystal violet (Fig 6B) measurements, respectively. The relative 
variation (%) in DCF fluorescence and crystal violet measurement (vs. normoglycemic 
condition, NG) were determined for cells incubated for 1 hour with 80 μM of native albumin 
(HSAG0), glycated albumin (HSAMGO) or under simulated hyperglycemic conditions (HG). 
All data are expressed as mean ± SD of four independent experiments. Statistics were 
performed using the Student’s t-test for unpaired samples: ***P<0.001, *P<0.05 (compared to 
NG condition), ###P<0.001 (compared to HSAG0). 
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Discussion 
 
Le tissu adipeux des souris db/db présente un déséquilibre de son statut redox, avec une 
augmentation de marqueur du stress oxydant. Ainsi, on observe une augmentation du taux 
de ROS chez les souris db/db, ainsi que d’un marqueur de peroxydation lipidique : le 4-HNE. 
Au niveau des cellules 3T3L1, l’expression du 4-HNE n’a pas, ou très faiblement, été détectée 
par dot blot.  Un très faible signal a pu être détecté pour les cellules traitées en condition 
d’hyperglycémie pendant six heures (résultats non montré).  
 
Il existe très peu de référence concernant la mesure des activités anti-oxydantes au niveau 
du tissu adipeux et des cellules adipeuses. Par ailleurs les activités anti-oxydantes (SOD, 
catalase) au niveau des cellules 3T3L1 n’ont pas été détectées du fait de la trop faible 
quantité de protéine ou d’une activité trop faible dans ces conditions de traitement. Au 
niveau des souris db/db, seule l’activité SOD est augmentée. Au niveau des souris db/db, j’ai 
regardé l’expression de certains gènes d’enzyme anti-oxydante (résultats annexe 3), dont la 
catalase et la GPx. On n’observe pas de variation significative concernant l’expression des 
gènes chez les souris db/db comparé au souris db/+. De plus les variations intragroupes sont 
très importantes.  
                          
Chez les souris db/db, les activités du protéasome sont dérégulées et fortement 
augmentées. Une augmentation des activités du protéasome au niveau d’autre modèle de 
cellules adipeuse, les SW872, a par ailleurs déjà été démontrée. Cependant, pour les 
activités du protéasome au niveau des cellules 3T3L1, seule l’activité LLVY a pu être détectée 
et mesurée (Figure 20). Cette mesure n’a montré aucune modulation de l’activité du 
protéasome en condition de stress oxydant, avec les temps de traitement employés dans 
cette étude.  
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Figure 20.Activité de type chymotrypsine du protéasome des cellules 3T3L1. A) mesure 
après 3 heures de traitement (N=3) ; B) mesure après 6 heures de traitement (N=3). Les 
traitements sont effectués en présence de 80 µM de BSA native ou glyquée ou en présence de 
glucose 33 mM.  
 
Le protéasome étant responsable de la dégradation des protéines oxydées, j’ai cherché à 
déterminer le taux de protéines oxydées au niveau du TAE de souris db/db, ainsi que au 
niveau des cellules 3T3L1.  
 
 
Figure 21. Taux de protéines carbonylées déterminé par ELISA du TAE de souris db/db. 
(N=8) 
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Chez les souris db/db, le taux de protéines oxydées ne varie pas par rapport au taux de 
protéines oxydées des souris contrôles (Figure 21). L’hypothèse émise est que l’activation du 
protéasome va permettre de maintenir le taux de protéines oxydées à un taux basal.  
 
 
Figure 22. Taux de protéines oxydées déterminé par ELISA des cellules 3T3L1. A) mesure 
après 3 heures de traitements (N=3) ; B) mesure après 6 heures de traitement (N=3). Les 
traitements sont effectués en présence de 80 µM de BSA native ou glyquée ou en présence de 
glucose 33 mM.  
 
Pour les cellules 3T3L1, la situation est différente : on n’observe pas d’activation du 
protéasome, et le taux de protéines oxydées est similaire d’un traitement à l’autre (Figure 
22). Il est possible que les temps de traitements appliqués ici soient trop courts pour 
entrainer l’accumulation de protéines oxydées ainsi que l’activation du protéasome.  
 
Je me suis par la suite intéressée au statut inflammatoire des souris db/db mais aussi au 
niveau des cellules 3T3L1.  Chez les souris db/db, j’ai pu analyser, par ELISA, les taux d’IL6 et 
de TNFα, deux cytokines pro-inflammatoire.  
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Figure 23. Expression d’Il6 et TNFα par ELISA chez les souris db/db. A) Expression d’IL6 
(N=5) ; B) Expression de TNFα (N=5) 
 
Ici, on peut observer une augmentation non significative de 52% de l’expression d’IL6 chez 
les souris db/db, ainsi qu’une augmentation non significative de 43% de l’expression de 
TNFα (Figure 23).  
 
 
Figure 24. Expression d’IL6 des cellules 3T3L1. A) mesure après 3 heures de traitements 
(N=4) ; B) mesure après 6 heures de traitement (N=4). Les traitements sont effectués en 
présence de 80 µM de BSA native ou glyquée ou en présence de glucose 33 mM.  
 
Au niveau des cellules 3T3L1, aucune variation au niveau de l’expression de marqueur pro-
inflammatoire n’est observée que ce soit après 3 heures ou après 6 heures de traitement 
(Figure 24).   
 
a) b) 
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Enfin, dans une dernière partie je me suis intéressée à l’expression d’un récepteur aux AGE, 
le récepteur RAGE. L’expression de RAGE au niveau du TAE a été analysée avec en utilisant le 
protocole DAKO EnVision+ Dual Link System-HRP. Les résultats n’ont montré aucune 
différence au niveau de l’expression de RAGE au niveau du TAE de souris db/db comparé au 
souris db/+ (résultats en annexe 4). 
 
La présence d’un stress oxydant entrainant un dysfonctionnement adipocytaire est 
manifeste au niveau des souris db/db. Les mécanismes entrainant un dysfonctionnement au 
niveau de la balance redox peuvent être multiples.  L’hypothèse émise était que 
l’hyperglycémie mais aussi la présence d’AGE étaient impliquées dans la génération d’un 
stress oxydant conduisant à un dysfonctionnement des adipocytes. Chez les souris db/db, un 
taux élevé d’AGE plasmatique a été retrouvé. Au niveau des cellules 3T3L1, l’hyperglycémie 
mais aussi la présence d’albumine glyquée, va entrainer la production d’espèce réactive de 
l’oxygène. Des études complémentaires sont cependant nécessaires afin de mieux 
comprendre le rôle des AGE, dans le dysfonctionnement des adipocytes, dans le cadre de la 
pathologie diabétique.   
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Etude 4 : Impact du stress oxydant induit par l’hyperglycémie 
et l’albumine glyquée au niveau cardiaque 
Introduction 
 
Les personnes diabétiques ont une plus forte propension à développer des maladies 
cardiovasculaires, telles que les accidents vasculaires cérébraux, les maladies coronariennes, 
athérothrombose ou l’hypertrophie ventriculaire (205,232). Cependant, les mécanismes liant 
l’hyperglycémie aux maladies cardiovasculaires, et conduisant à la propagation des lésions 
macro et micro-vasculaires restent assez méconnus.  
 
Nous avons proposé comme hypothèse que le stress oxydant ainsi que l’activation des 
NOGPs (nonoxidative glucose pathways), seraient impliqués dans le développement des 
maladies cardiovasculaires. Parmi ces voies, on retrouve celle des polyols, des hexosamines, 
de la protéine kinase C et les voies conduisant à la formation des AGE. Ces voies sont 
principalement activées en condition d’hyperglycémie chronique et contribuent à 
l’augmentation du stress oxydant.  
 
La présence d’AGE favorise le développement de maladies cardiovasculaires. En effet, les 
AGE sont sources de stress oxydatif et leur interaction avec leur récepteur RAGE entraine la 
production des cytokines pro-inflammatoires TNFα et IL6 (162,233). L’albumine est la 
protéine la plus abondante du sérum, ce qui en fait une cible privilégiée pour les 
phénomènes de glycation. Il a été démontré que l’albumine exerce un pouvoir protecteur 
contre les dommAGE liés à l’ischémie re-perfusion (234). L’hypothèse émise est que lorsque 
l’albumine est glyquée, celle-ci perd ses capacités de protection à la fois durant l’ischémie 
re-perfusion et dans des conditions d’hyperglycémie.  
 
Dans la première étude, nous nous sommes intéressés à des cœurs de rat isolés re-perfusés 
avec de l’albumine native ou glyquée dans des conditions de normoglycémie ou 
d’hyperglycémie. Lors de cette étude, les propriétés anti-oxydantes et anti-inflammatoires 
de l’albumine ont été étudiées, ainsi que ses effets cardio-protecteurs.  
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Dans la deuxième étude, le modèle de souris diabétique db/db mais aussi les cellules 
cardiaques H9C2, a été utilisé. Lors de cette étude, j’ai étudié les dommages oxydatifs au 
niveau cardiaque (présence de produit de peroxydation lipidique, activation du 
protéasome), ainsi que l’activation des NOGPs, en condition d’hyperglycémie ou en présence 
d’albumine glyquée.  
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Abstract 
Hyperglycemia-induced oxidative stress is the major perpetrator in cardiovascular disease. 
We have previously reported increased formation of advanced glycation end products as one 
of ways that increase reactive oxygen species under hyperglycemic conditions with ischemia 
and reperfusion. Hence we hypothesize that with hyperglycemia albumin glycation occurs 
and results in the loss of its antioxidant capacity. Ex vivo rat heart perfusions were performed 
with Krebs-Henseleit buffer (33 mM glucose vs. controls 11 mM glucose) ± normal albumin/ 
glycated albumin for 60 min stabilization, followed by 20 min global ischemia and 60 min 
reperfusion. In similar parallel experiments, infarct sizes were assessed following 20 min 
regional ischemia and 120 min reperfusion. Heart tissues were collected and analyzed for 
markers of oxidative stress, UPS activation and inflammation. Native bovine serum albumin 
resulted in cardioprotection, whereas glycated albumin caused a decrease in cardiac 
function, turning on damaging pathways.  This was associated with enhanced cardiac 
superoxide dismutase protein levels and attenuated pro-inflammatory effects. This study 
established that albumin glycation results in the loss of the albumin’s capacity as an 
antioxidant under hyperglycemic conditions. Albumin may act as novel therapy for the 
treatment of ischemic heart disease under such conditions.  
Keywords: albumin; ischemia-reperfusion; cardiac dysfunction; hyperglycemia; oxidative 
stress; glycation.  
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Background 
Albumin is a highly soluble protein that contains 585 amino acids and has a molecular weight 
of 66kDa (235)]. It is abundant in serum with a broad range of biological properties, including 
it functioning as an antioxidant in circulation (235,236)] and within target cells [reviewed in 
(237)].  This allows it to exert beneficial effects with the onset of various pathophysiologic 
conditions, e.g. albumin protected against ischemia-reperfusion injury (238)].  However, 
disease states such as diabetes can trigger modifications that are associated with vascular 
complications. Here hyperglycemia results in albumin glycation by the non-enzymatic 
attachment of glucose molecules to free primary amine residues that eventually results in the 
formation of advanced glycation end products (AGE) [reviewed in (239)]. Furthermore 
epidemiological studies established an inverse relationship between serum albumin level and 
mortality risk; this is also the case with cardiovascular diseases (240,241)]. We previously 
reported on the damaging effects of increased myocardial AGE formation with ex vivo 
ischemia-reperfusion performed under hyperglycemic conditions (242)]. In light of this, we 
hypothesized that albumin glycation results in loss of its cardioprotective properties during 
ischemia-reperfusion under experimental conditions simulating acute hyperglycemia.  
 
Materials and Methods 
Animals and ethics statement 
This study was carried out with the approval of the Animal Ethics Committee of 
Stellenbosch University and animals treated in accordance with the Guide for the Care and 
Use of Laboratory Animals of the National Academy of Sciences (NIH publication No. 85-23, 
revised 1996).  
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Ex vivo perfusion protocol  
Male Wistar rats (180-220 gr) were anesthetized (pentobarbitone, 100 mg/kg i.p.) and 
hearts rapidly excised and perfused in a modified Langendorff model as described before by 
our laboratory (243)]. During perfusion, a latex balloon attached to a pressure transducer 
(Stratham MLT 0380/D, ADInstruments Inc, Bella Vista NSW, Australia) compatible with the 
PowerLab System ML410/W (ADInstruments Inc, Bella Vista NSW, Australia) was inserted 
into the left ventricle via the mitral valve and inflated to produce systolic and diastolic 
pressures of 80-120 and 4-12 mm Hg, respectively.  
Hearts were randomly distributed into 6 experimental groups: control (11 mM 
glucose) ± native bovine serum albumin (BSA) or glycated serum albumin (BSAgly); and high 
glucose (33 mM) ± BSA or BSAgly (n=6 rats per group). High glucose perfusions were used to 
simulate acute hyperglycemia as ex vivo Langendorff perfusions are typically performed with 
11 mM glucose. Thus the 33 mM dose represents a 3-fold elevation of glucose levels (above 
normal) within the clinical setting.  For the glycation of albumin, BSA (Sigma-Aldrich, St. 
Louis MO) was prepared at 40g/L in 1x PBS and filtered. Thereafter a 40% methylglyoxal 
solution was added to the second part of BSA solution at a final concentration of 10 mM, 
filtered, dialysis performed and BSA subsequently quantified (0.01 mM in the perfustate).  
Ex-vivo global ischemia and reperfusion  
The isolated rat heart perfusion protocol included a 60 min stabilization period, 20 min 
global ischemia, followed by 60 min of reperfusion. Contractile parameters assessed 
included left ventricular developed pressure (LVDP) and the percentage recovery was 
calculated where reperfusion data points were expressed as a percentage of pre-ischemic 
values. Ventricular tissues were immediately collected after reperfusion by freeze-clamping 
in liquid nitrogen and stored at -80°C for molecular analyses.  
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Ex-vivo regional ischemia and reperfusion  
We also evaluated the effects of BSA and BSAgly on infarct size (20 min regional 
ischemia followed by 2 hr reperfusion); infarct size and area-at-risk were determined as 
described before (242,243)]. 
 
Measurement of intracellular E3 ligases, oxidative stress, inflammation  
Protein isolation and immunoblotting were performed with representative markers for: 
a) E3 ligases (ubiquitin-proteasome system [UPS]); Muscle RING Finger 1 (MURF1; Abcam, 
Cambridge MA) and muscle atrophy F-box (MAFbx; Santa Cruz Biotechnologies, Santa Cruz 
CA); b) oxidative stress: superoxide dismutase 1 and 2 (SOD1, SOD2; Santa Cruz 
Biotechnologies, Santa Cruz CA); c) inflammation:  tumor necrosis factor-alpha (TNF-α; 
Sigma-Aldrich, St. Louis MO), and inhibitor of nuclear factor kappa-B kinase subunit alpha 
(IκBα; Sigma-Aldrich, St. Louis MO); and d) apoptosis: apoptosis repressor with caspase 
recruitment domain (ARC; Sigma-Aldrich, St. Louis MO). Western blots were quantified by 
densitometric analysis and β-actin (Cell Signaling, Danvers MA) employed as a loading 
control as described (243)].   
 
Statistical analysis 
 
Data are presented as mean ± standard error of mean (SEM). Statistical analysis was 
performed by the Mann Whitney t-test, or one-way analysis of variance (ANOVA) followed by 
the Tukey–Kramer post hoc test (GraphPad Prism v5, San Diego CA). Values were 
considered significant when p<0.05. 
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Results 
 
Figure 1A shows that hearts exposed to high glucose conditions have decreased 
cardiac contractile function following ischemia reperfusion vs. hearts under baseline glucose 
conditions. Furthermore, neither BSA nor BSAgly treatment caused significant effects on heart 
function in response to ischemia-reperfusion under control conditions (11 mM glucose) (Fig 
1B and C). However, under high glucose conditions, BSA administration improved functional 
recovery vs. BSAgly with a % LVDP recovery of 36 ± 7 vs. 25 ± 4, respectively. A similar trend 
was observed with infarct sizes where BSA decreased infarct size vs. controls (59 ± 2%) 
(p<0.05) (high glucose exposure) (Fig 2). However, this protective effect was lost with 
glycation as BSAgly further increased infarct size (66 ± 3%).   
 
Additionally, BSAgly administration resulted in higher AGE formation with ischemia-
reperfusion under control and high glucose conditions (Fig 3A). High glucose exposure also 
triggered UPS activation as MURF1 and MAFbx expression were elevated (Figs 3B and 3C).  
BSA treatment diminished MURF1 expression (p<0.05 vs. controls), although this effect was 
not significant for MAFbx. By contrast, MAFbx expression remained higher with BSAgly 
administration (Fig 3C). High glucose with ischemia-reperfusion also elicited increased 
inflammation, i.e. higher and lower myocardial TNF-α and Iκβα expression levels, 
respectively (Figs 4A and 4B). BSA treatment blunted this response and augmented 
myocardial antioxidant and anti-apoptotic status (Figs 4C and Fig 5A-B).  BSAgly was unable, 
however, to attenuate the inflammatory response and did not enhance antioxidant capacity 
under such conditions.  
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Discussion 
 
This study revealed impaired cardiac function with ischemia-reperfusion under acute 
hyperglycemic conditions together with enhanced myocardial UPS, AGE and inflammatory 
responses. These data are consistent with our previous findings where higher cardiac UPS 
under similar experimental conditions lowered cardiac function together with increased 
oxidative stress, inflammation and cell death (244)]. Moreover, partial UPS inhibition 
counteracted these effects and elicited cardioprotection with ischemia-reperfusion (245)].  
We also recently proposed that higher oxidative stress under such conditions plays a central 
role by triggering damaging downstream effects, i.e. increasing AGE that can also fuel 
inflammation and apoptosis (239)]. The current findings establish that BSA treatment under 
such conditions offered cardioprotection by augmenting antioxidant capacity while lowering 
UPS activation. The precise mechanism(s) whereby such changes occur remain unknown 
although it is likely that BSA exerts intracellular antioxidant effects.  In support, albumin taken 
up by target cells can elicit antioxidant effects [reviewed in (237)].  However, it is unclear 
whether this is the case for cardiomyocytes, although albumin can be taken up by endothelial 
cells (237)].   
This study also demonstrates that albumin’s cardioprotective effects are lost when 
modified by glycation. In support, glycated albumin abolished preconditioning-mediated 
cardioprotection with the receptors of AGE (RAGE) implicated in this process (246)]. Our 
data also show that the UPS remained activated (in part) together with increased 
inflammation and higher AGE levels when hearts were treated with BSAgly. There are at least 
two possibilities whereby detrimental effects occur in this instance: 1) glycated albumin is still 
taken up by target cells but cannot exert its usual intracellular antioxidant role due to the 
structural modifications and/or 2) glycated albumin binds to RAGE on target cells and trigger 
downstream effects to increase oxidative stress, AGE generation and inflammation (247)].  
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Conclusions 
In summary, this study established that glycation abolished albumin-mediated 
cardioprotection with ischemia-reperfusion under high glucose conditions and this centers 
around the loss of antioxidant capacity and increased AGE generation.  
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Figure  
 
 
 
Figure 1 
Cardiac contractile function following ischemia and reperfusion (global ischemia) as 
indicated by % LVDP recovery. A) under baseline and acute high glucose conditions; 
under baseline conditions with B) native bovine serum albumin (BSA) vs. C) glycated 
albumin (BSAgly) and under high glucose conditions D) native bovine serum albumin 
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(BSA) vs. E) glycated albumin (BSAgly). Values are expressed as mean ± SEM (n=6). 
*p<0.05; **p<0.01 vs. respective controls and # p<0.05 vs. BSA  
 
 
 
 
Figure 2 
The effects of native bovine serum albumin (BSA) vs. glycated albumin (BSAgly) on 
infarct sizes (regional ischemia). Values are expressed as mean ± SEM (n=6). 
*p<0.05 vs. respective controls. 
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Figure 3 
The effects of native bovine serum albumin (BSA) vs. glycated albumin (BSAgly) on 
A) formation of cardiac AGE, and protein expression of B) MURF1 and C) MAFbx. 
Values are expressed as mean ± SEM (n=6). *p<0.05; **p<0.01 vs. respective 
controls. 
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Figure 4  
Albumin glycation following ischemia-reperfusion under acute high glucose 
conditions results in increased A) TNF-α, B) Iκβα and E) ARC protein expression 
levels. Values are expressed as mean ± SEM (n=6). *p<0.05 vs. respective controls. 
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Figure 5 
Albumin glycation following ischemia-reperfusion under acute high glucose 
conditions results in decreased C) SOD1 and D) SOD2 protein expression levels. 
Values are expressed as mean ± SEM (n=6). *p<0.05 vs. respective controls. 
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Discussion 
 
L’albumine, est une protéine, possédant des capacités anti-oxydante et anti-inflammatoire. 
Dans la première étude, il a été mis en évidence que l’albumine, après glycation, perdait ses 
propriétés anti-oxydante et anti-inflammatoire. De plus, l’albumine possède des capacités de 
cardio-protection, permettant un meilleur recouvrement des capacités cardiaques ainsi 
qu’une diminution de la taille de la zone infarcie, en condition d’hyperglycémie. Ses 
capacités de cardio-protection sont perdues lorsque l’albumine est glyquée.  
 
Chez les souris db/db, on observe une légère augmentation de l’expression du 4-HNE, bien 
que non significative (Figure 25). En ce qui concerne les activités du protéasome, on observe 
une diminution de l’activité de type trypsine uniquement (Figure 26). Ces résultats ont déjà 
été observés par d’autres équipes de recherche.  
 
 
Figure 25. Mesure du taux de produit issu de la peroxydation lipidique du cœur de souris 
db/db. a) Mesure du taux de MDA. (N=5). b) mesure du taux de 4-HNE par dot blot (N=6).     
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Figure 26. Activité protéolytique du protéasome chez les souris db/db. a) mesure de 
l’activité LLVY (N=8) ; b) mesure de l’activité LSTR. ** p < 0.01 vs db/+. Un-pairred t-test (N=7-
8).  
 
Ces résultats mettent en évidence un dysfonctionnement d’un des principaux systèmes de 
défense de l’organisme, au niveau cardiaque, dans le cadre de la pathologie diabétique.   
 
Ensuite, concernant les résultats obtenus sur les cellules H9C2, ceux-ci ont montré une 
augmentation du stress oxydant, traduit par une augmentation de la production d’anion 
superoxyde, ainsi qu’une activation de la NADPH oxydase, en condition d’hyperglycémie 
(Figure 27). La NADPH oxydase est la principale source de production de l’anion superoxyde 
au niveau cardiaque.  
 
 
 
a) b) 
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Figure 27. Production de ROS et activité NADPH oxydase. a) Analyse de la production de 
Superoxyde par cytométrie de flux * p < 0.05 vs LG 5 mM, ** p < 0.01 vs LG 5 mM. Un-pairred 
t-test (N=4). b) Activité NADPH oxydase. * p < 0.05 vs LG 5 mM, ** p < 0.01 vs LG 5 mM. Un-
pairred t-test (N=5-6). 
 
De plus, en condition de normoglycémie, l’activité de la NADPH oxydase est diminuée en 
présence d’albumine native. Cet effet est perdu en présence d’albumine glyquée.    
 
Par la suite, je me suis intéressée à la présence d’une réponse anti-oxydante ainsi qu’à la 
présence de marqueur pro-inflammatoire tel que TNFα (Figure 28).  Ces résultats sont des 
résultats préliminaires et d’autres investigations seront nécessaires pour pouvoir conclure 
quant à un possible effet des traitements employés sur l’expression des superoxydes 
dismutases et de TNFα.  
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Figure 28. Analyse de l'expression de proteines par Western Blot.a) Expression d’enzymes 
anti-oxydantes (SOD1 et SOD2) et de marqueur pro-inflammatoire (TNFα) ; b) Expression de 
marqueurs de voie activé par l’hyperglycémie : PkCβ2 et les protéines OGlcNac. (N=1). Les 
cellules ont été traitées en condition d’hyperglycémie (25 mM) et/ou en présence d’albumine 
glyquée (10 ou 80 µM) pendant 24 heures. 
 
Enfin, j’ai procédé à l’analyse de certains marqueurs des NOGPs tel que PkCβ2, ainsi que la 
présence de protéine O-GlcNac (Figure 28). Cependant, des analyses complémentaires sont 
nécessaires pour conclure sur un possible effet des traitements sur la modulation de ces 
voies de signalisation.    
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VI. Conclusion et perspectives 
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Dans le cadre de mes travaux de thèse, j’ai voulu mettre en avant le rôle du stress oxydant 
dans le cadre de la pathologie diabétique. Pour ce faire, j’ai procédé à la glycation de 
l’albumine. Le stress oxydant a été induit ici principalement par l’hyperglycémie mais aussi 
par l’albumine glyquée.  
 
Dans la première étude, nous avons montré que le stress oxydant associé à l’hyperglycémie 
joue un rôle dans le dysfonctionnement des cellules SW872, notamment de par 
l’augmentation du taux de protéine oxydées et une dérégulation des activités du 
protéasome. Nous avons montré également, dans ces conditions, la présence de récepteur 
RAGE et CD36 à la surface de ces cellules. Les récepteurs RAGE et CD36 fixent les AGE 
entrainant une augmentation du stress oxydant.  
 
Dans la deuxième étude, j’ai étudié les activités du protéasome au niveau hépatique dans le 
cadre de la pathologie diabétique en utilisant comme modèle les souris obèses et 
diabétiques, db/db. Nous avons montré une altération des activités du protéasome. Le 
protéasome étant un gros complexe protéique, il peut être soumis à des phénomènes 
d’oxydation ou de glycation, ce qui va altérer son fonctionnement et entrainer 
l’accumulation de protéines oxydées. De plus, nous avons mis en évidence que le sérum de 
souris db/db avaient une concentrtion de protéines oxydées ou glyquée plus importante que 
celui de souris contôle. L’albumine étant la protéine la plus abondante du sérum, il est fort 
probable qu’elle soit la plus touchée par ces phénomènes d’oxydation et de glycation.  
 
Dans la troisième étude, je me suis focalisée sur l’impact du stress oxydant sur le tissu 
adipeux. Chez les souris db/db, une augmentation du stress oxydant à été mis en évidence 
par la mesure d’une augmentation des ROS et la présence de marqueurs de peroxydation 
lipidique. De plus, nous avons noté une dérégulation des systèmes antioxydants et des 
systèmes de défense en particulier en ce qui concerne les activités du protéasome. 
Cependant aucun résultat n’a permis de mettre en évidence l’implication des AGE dans le 
dysfonctionnement adipocytaire, au niveau du TAE de souris db/db.  En effet, on n’observe 
aucune modulation de l’expression d’un des principaux récepteurs aux AGE, le récepteur 
RAGE, chez les souris diabétiques. Des analyses complémentaires sont donc nécessaires 
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pour démontrer l’implication des AGE dans le dysfonctionnement des adipocytes, dans le 
cadre de la pathologie diabétique.   
 
Dans un deuxième temps, j’ai travaillé sur l’impact du stress oxydant induit par 
l’hyperglycémie et par l’albumine glyquée, au niveau d’un modèle de cellules pré-
adipocytaire : les cellules 3T3L1. La présence d’albumine glyquée et l’hyperglycémie 
entrainent la production d’espèces réactives de l’oxygène. Cependant, dans nos conditions 
expérimentales, aucun effet n’a été observé concernant une possible activation du 
protéasome ou installation d’un statut inflammatoire.  Même si il a été mis en évidence une 
possible implication des AGE dans l’induction d’un stress oxydant, d’autres investigations 
sont nécessaires pour mieux comprendre l’implication des AGE dans le dysfonctionnement 
adipocytaire, dans le cadre du diabète. Dans ce but, des mesures d’activité du protéasome 
mais aussi des mesures du taux de cytokines pro-inflammatoire pourront être effectuées 
après des temps de traitement plus long qui seront plus représentatif de ce qui est observé 
dans la pathologie diabétique. Enfin, afin de mieux comprendre par quels mécanismes les 
AGE peuvent agir, il conviendrait de regarder leur interaction avec leurs récepteurs (RAGE, 
CD36, AGER). Pour cela, il est possible de bloquer l’interraction des AGE avec le récepteur 
RAGE, grace à l’utilisation de RAGE recombinant ou d’anticorps anti-RAGE, et d’observer les 
effets sur la balance redox.  
 
Dans la quatrième étude, je me suis focalisée sur l’impact du stress oxydant au niveau du 
tissu cardiaque et des cellules cardiaques H9C2. Dans une première partie, l’impact de 
l’albumine glyquée au niveau de cœur de rat ischémié reperfusé, a été étudié. Lors de ce 
travail, il a été mis en évidence que l’albumine perdait ses capacités anti-oxydantes et 
protectrices lorsqu’elle était soumise à des phénomènes de glycation.   
Dans une deuxième partie, j’ai travaillé sur le modèle de souris db/db. Le travail au niveau 
du cœur de souris db/db est encore en cours et seuls quelques résultats ont pu être 
obtenus. Ainsi, un dérèglement au niveau des activités du protéasome a pu être mis en 
évidence. Un travail supplémentaire concernant l’impact du diabète sur l’équilibre de la 
balance redox, doit être effectué. Ainsi, il serait judicieux de regarder les activités des 
principales enzymes anti-oxydantes mais aussi la présence de marqueur pro-oxydant. De 
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plus, il serait intéressant d’étudier l’interaction des AGE avec leur récepteur afin de mieux 
comprendre l’implication des AGE dans le cadre de la pathologie diabétique. 
Dans la dernière partie, j’ai travaillé sur le modèle cellulaire H9C2. Les cellules H9C2 sont des 
cellules cardiaques de rat. Elles ont été soumises à un stress oxydant induit par l’albumine 
glyquée et par l’hyperglycémie. Ici, l’hyperglycémie a entrainé une activation de la NADPH 
oxydase qui est la principale source de ROS au niveau cardiaque. L’albumine native quant à 
elle entraine une diminution de l’activité de la NADPH oxydase. Ensuite, j’ai étudié par 
Western blot l’expression d’enzymes anti-oxydantes (SOD1 et 2) ainsi que la présence de 
marqueurs pro-inflammatoires. Les résultats concernant cette partie nécessite plus 
d’investigations pour pouvoir être interprétés. De plus il faudrait aussi étudier l’expression 
des autres enzymes anti-oxydantes telles que la catalase et la GPx, ainsi que la présence de 
marqueur du stress oxydant (protéines oxydées, AGE, produit de peroxydation lipidique). 
Enfin, je me suis intéressée à l’activation des NOGPs. Pour cela, j’ai regardé par Western blot 
l’expression de certains marqueurs de ces voies, en particulier la voie de PkC et la voie des 
hexoamines. Cependant, ces travaux sont encore à leur début et devraient faire l’objet 
d’analyses plus poussées.  
 
Au cours de ma thèse, j’ai donc pu utiliser plusieurs modèles afin d’étudier l’impact du stress 
oxydant lié au diabète. L’hyperglycémie et la présence d’AGE semblent jouer un rôle 
important dans le dysfonctionnement adipocytaire et cardiaque en perturbant la balance 
redox et en favorisant l’inflammation. Cependant beaucoup d’analyses restent à effectuer 
afin de mieux comprendre  le rôle des AGE dans les dysfonctionnements cellulaires.            
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Annexe 1 Autre article issu de mon travail 
« Cardio-Metabolic effects of HIV protease inhibitors 
(Lopinavir/Ritonavir) » (Kathleen M.S.E et al. 2013) 
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Annexe 2 : Séquence des amorces pour qPCR           
 
 
Gene Forward primers Reverse primers 
CAT 5’- CCTCCTCGTTCAGGATGTGGTT-3’ 5’-CGAGGGTCACGAACTGTGTCAG-3’ 
GPx 5’-TGCTCATTGAGAATGTCGCGTCTC-3’ 5’-AGGCATTCCGCAGGAAGGTAAAGA-3’ 
GAPDH 5’-TTCACCACCATGGAGAAGGC-3’ 5’-GGCATGGACTGTGGTCATGA-3’ 
 
Annexe 2. Séquence des amorces pour qPCR. Séquence d’amorce de souris pour qPCR, 
Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH), catalase (CAT), glutathione 
peroxidase (GPX) 
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Annexe 3 : Expression de gènes d’enzymes anti-oxydantes du 
TAE de souris db/db        
 
 
Annexe 3. Expression de gènes d’enzymes anti-oxydantes du TAE de souris db/db. 
Expression d’ARNm : a) Catalase ; b) Gluthation peroxydase (GPx). (N=6) 
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Annexe 4 : Expression de RAGE du TAE de souris db/db 
 
 
Annexe 4. Expression de RAGE du TAE de souris db/db. Expression de RAGE déterminé grâce 
au Dako EnVisionTM+ Dual Link System-HRP chez les souris db/+ et les souris db/db (N=3). 
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Stress oxydant et pathologie diabétique 
Impact de l’hyperglycémie et de l’albumine glyquée sur les cellules cardiaques et adipeuses 
 
Résumé 
 
Le stress oxydant correspond à un déséquilibre entre les défenses antioxydantes et les espèces pro-
oxydantes en faveur de ces derniers. Il joue un rôle central dans de nombreuses pathologies telles que 
l’obésité, le diabète et les maladies cardiovasculaires. 
Le diabète est caractérisé par une hyperglycémie chronique, source d’un stress oxydant accru et de 
dommages oxydatifs tissulaires. Notamment l’hyperglycémie favorise la glycation des protéines 
aboutissant à la formation de produits avancés de glycation (AGE). Bien que l’action délétère des AGE soit 
reconnue dans le diabète, leurs rôles au niveau cardiaque et adipeux restent encore assez méconnus.  
L’objectif de mon travail de thèse a été de déterminer les effets du stress oxydant, induit par 
l’hyperglycémie et l’albumine glyquée, au niveau des tissus adipeux et cardiaque, mais aussi au niveau de 
lignées cellulaires adipocytaires et cardiaques.   
Mes résultats ont montré un impact délétère de l’hyperglycémie tant au niveau cellulaire que tissulaire. 
De plus, certains dysfonctionnements identifiés au niveau de cœurs ou de tissu adipeux provenant de 
modèle animaux diabétiques ont pu être reproduits in vitro par l’incubation de lignées cellulaires 
adipeuses ou cardiaques en présence d’albumine glyquée.  
Cette étude propose de nouveaux éléments de compréhension sur les dommages de type oxydatif dans le 
cadre de la pathologie diabétique et ouvre de nouvelle piste d’étude sur le rôle spécifique que pourrait 
exercer les AGE issus de l’albumine au niveau du tissu adipeux et cardiaque.   
 
Mots clés : Stress oxydant, diabète, albumine glyquée, tissu adipeux, coeur 
 
Abstract 
 
Oxidative stress is defined as “an imbalance between oxidants and anti-oxidants in favor of the oxidants”, 
leading to a disruption of redox signaling and control and/or molecular damage. It plays a central role in 
many diseases such as obesity, diabetes and cardiovascular diseases. 
Diabetes is characterized by chronic hyperglycemia, a source of increased oxidative stress and tissue 
oxidative damage. In particular, hyperglycemia can promote protein glycation leading to the formation of 
advanced glycation end products (AGEs). Although the deleterious action of AGEs in diabetes is 
recognized, its impact in the heart and adipose tissues remains relatively unknown. 
The objective of this thesis was therefore to determine the effects of hyperglycemia-induced oxidative 
stress together with glycated albumin on the redox balance of adipose and cardiac tissues, and also by in 
vitro analysis of heart and adipocyte cell lines. 
This study revealed enhanced oxidative stress and damage induced by hyperglycemia at both cellular and 
tissue levels. In addition, the oxidative damage identified in heart and adipose tissues isolated from 
diabetic mice could be reproduced in vitro by the incubation of adipose or cardiac cell lines in the 
presence of glycated albumin. 
The current study proposes novel insights into redox imbalance in adipose and heart tissues of 
diabetic/obese mice and highlights the role of AGEs (especially glycated albumin) as a putative 
contributor to adipocyte and cardiomyocyte dysfunction. 
 
Key words: oxidative stress, diabetes, glycated albumin, adipose tissue, heart 
 
